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RESUMO

FERNANDES, Jonas Jager, D.S., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2001. Caracterizacao e diversidade genética de geminivirus associados ao
tomateiro na regido do Tridngulo Mineiro. Orientador: Francisco Murilo
Zerbini Junior. Conselheiros: Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Sérgio
Herminio Brommonschenkel.

Um complexo viral causando mosaico dourado e deformacao
(rugosidade) foliar em tomateiros na regido do Tridngulo Mineiro, MG, Brasil,
foi obtido por meio de moscas brancas viruliferas, e denominado TGV-Ubl. Os
virus presentes neste complexo viral foram transmitidos via extrato vegetal
tamponado (EVT) a partir de folhas de tomateiro para plantas de Nicotiana
benthamiana. A analise via PCR utilizando oligonucleotideos universais para o
género Begomovirus indicou a amplificacdo de dois fragmentos distintos para o
componente A e para o componente B, sugerindo que o complexo viral
TGV-Ubl ¢ composto por dois virus distintos. De fato, dois geminivirus foram
purificados biologicamente a partir do complexo viral TGV-Ubl, e causaram em
tomateiro sintomas de mosaico dourado suave, sem rugosidade. O complexo
viral TGV--Ubl infectou apenas plantas da familia Solanaceae, incluindo vérias
espécies de Nicotiana e Solanum tuberosum, e excluindo S. melongena, S. gilo,
Capsicum annuum e C. frutescens. Obtiveram-se 87 clones com cerca de

2.600 nucleotideos a partir de folhas de tomateiro infectado pelo complexo viral
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TGV-Ubl. A comparacdo das seqiiéncias completas de nucleotideos dos clones
pUbl1-49 (DNA-A), pUbl-62 e¢ pUbl-81 (ambos DNA-B) indicou que esses
componentes pertencem a novos begomovirus. Com base em andlise filogenética,
esses componentes foram classificados como pertencente a um begomovirus do
hemisfério ocidental. Os clones pUbl-49 e -81 possuem regides comuns
idénticas. Este virus foi denominado Tomato rugose mosaic virus (TRMV). O
clone pUbl-62 possui regido comum distinta do TRMV e de todos os demais
geminivirus descritos. O DNA-A cognato de pUbl-62 ndo foi encontrado.
Clones contendo 1,5 copia dos componentes gendmicos clonados em pUb1-49,
-62 e -81 foram construidos. A analise da infectividade desses clones em ‘Santa
Clara’ e em N. benthamiana, por meio de bombardeamento de particulas,
demonstrou que a combinacao dos clones correspondentes ao genoma do TRMV
causou sintomas sistémicos nos dois hospedeiros, semelhantes aqueles causados
pelos isolados puros obtidos neste trabalho. A combinagdo dos clones pUb1-49 e
-62 nao resultou em infecg¢ao sistémica, indicando que esses dois componentes
ndo formam pseudo-recombinantes vidveis. O TRMV foi transmitido via EVT a
partir de folhas de N. benthamiana para N. benthamiana, e, por enxertia para
S. tuberosum e Datura stramonium. Amostras de tomateiro apresentando
sintomas semelhantes a mosaico dourado foram coletadas em trés municipios da
regido do Triangulo Mineiro. Analise via PCR indicou que 148 das 170 amostras
coletadas estavam infectadas por begomovirus. Das amostras infectadas, apenas
uma hibridizou a 68°C com sonda para o componente A do TRMV, 109
hibridizaram a 58°C com esta sonda e 39 nao hibridizaram com esta sonda em
nenhuma das duas temperaturas, indicando que a maioria das amostras continha
geminivirus geneticamente relacionado ao TRMV. Os componentes TRMV-A e
TRMV-B foram detectados, respectivamente, em plantas de Nicandra
physaloides (joa de capote) e Phaseolus vulgaris (feijdo comum) coletadas em
lavouras de tomateiro. Analise genética baseada em PCR-RFLP de fragmentos
amplificados a partir das amostras coletadas indicou a existéncia de um alto grau
de diversidade genética de begomovirus em tomateiros da regido do Tridngulo

Mineiro.



ABSTRACT

FERNANDES, Jonas Jager, D.S. Universidade Federal de Vigosa, November
2001. Characterization and genetic diversity of geminiviruses associated
with tomato plants in the region of Tridngulo Mineiro, Minas Gerais,
Brazil. Advisor: Francisco Murilo Zerbini Junior. Committee Members:
Elizabeth Pacheco Batista Fontes and Sérgio Herminio Brommonschenkel.

A viral complex causing golden mosaic and leaf distortion (rugosity) in
tomato plants in the Tridngulo Mineiro region, Minas Gerais, Brasil, was
obtained from viruliferous whiteflies, and named TGV-Ubl. This viral complex
was sap-transmitted from tomato leaves to Nicotiana benthamiana plants. PCR
amplification using universal primers for the genus Begomovirus yielded two
distinct fragments for the A and B components of the viral genome. This
suggested that the TGV-Ubl complex was composed of two distinct viruses.
Indeed, two geminiviruses were biologically purified from the TGV-Ubl
complex, and shown to cause symptoms of mild golden mosaic with no rugosity
on tomato plants. The TGV-Ubl complex infected only plants in the Solanaceae,
including several Nicotiana species and Solanum tuberosum, but excluding
S. melongena, S. gilo, Capsicum annuum and C. frutescens. Eighty-seven clones
corresponding to full-length (~2.600 nucleotides) viral genomes were obtained

from tomato leaves infected with TGV-Ubl. Comparisons of the complete
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nucleotide sequences of clones pUb1-49 (DNA-A), pUbl1-62 and pUbl1-81 (both
DNA-B) indicated that they comprise new begomoviruses. By phylogenetic
analysis, these components were identified as belonging to a begomovirus from
the western hemisphere. Clones pUb1-49 and -81 showed identical common
regions. This virus was named Tomato rugose mosaic virus (TRMV). Clone
pUbl-62 has a distinct common region from TRMV and all other known
geminiviruses. A cognate DNA-A for pUb1-62 was not found. Clones containing
1.5 copies of the genomic components cloned in pUbl1-49, -62 and -81 were
constructed. Infectivity analysis of these clones in ‘Santa Clara’ and N
benthamiana plants using particle bombardment demonstrated that the
combination of clones corresponding to the TRMV genome resulted in systemic
symptoms in both hosts. These symptoms were analogous to those observed
when using the pure isolates obtained in this study. The combination of pUb1-49
and -62 did not result in systemic infection, indicating that these two components
do not form viable pseudo-recombinants. TRMV was sap-transmitted from
N. benthamiana leaves to N. benthamiana plants, and by grafting to S. tuberosum
and Datura stramonium. Samples from tomato plants showing symptoms similar
to golden mosaic were collected in three different municipal districts in the
region of Triangulo Mineiro. PCR analysis indicated that 148 out of 170
collected samples were infected with a begomovirus. From these infected
samples, only one hybridized at 68°C to a specific probe for the DNA-A of
TRMYV. However, 109 samples hybridized at 58°C to the same probe. Thirty-
nine samples did not hybridize to this probe at either temperature. These results
indicated that most of the samples contained geminiviruses genetically related to
TRMV. TRMV-A and TRMV-B were detected, respectively, in plants of
Nicandra physaloides and Phaseolus vulgaris growing naturally nearby tomato
fields. A genetic analysis based on PCR-RFLP from fragments obtained from
collected samples demonstrated the existence of a high degree of genetic
diversity of begomoviruses in tomato plants cultivated in the region of Triangulo

Mineiro.
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1. INTRODUCAO GERAL

O tomate (Lycopersicon esculentum) esta entre as hortalicas mais
consumidas do mundo. O Brasil ¢ o nono produtor mundial e o maior produtor da
América Latina, com 2,6 milhdes de toneladas por ano (FAO, 1998). Minas
Gerais € o segundo estado da federagdo em producdo, com uma area plantada em
1994 de 6.454 ha e producao de 297 mil toneladas (IBGE, 1995).

Viarias doengas de natureza viral contribuem significativamente para a
redu¢do da produtividade do tomateiro, destacando-se na literatura nacional as
viroses causadas por Tomato spotted wild virus (TSWV), Tomato chlorotic spot
virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato mosaic virus (ToMV),
Potato virus Y (PVY) e Tomato yellow top virus (TYTV) (LOPES e SANTOS,
1994; RESENDE e CUPERTINO, 1996; KUROZAWA e PAVAN, 1997;
FAJARDO et al., 2000). Em anos recentes, uma alta incidéncia de geminivirus
vem sendo relatada na cultura do tomateiro no Brasil (ANONIMO, 1996;
FAJARDO et al., 2000; FARIA et al., 2000).

Desde sua caracterizagdo como virus de DNA na década de 1970, os
geminivirus t€m sido reconhecidos por causarem doengas sérias e freqiientes em
regides tropicais e subtropicais do mundo (GOODMAN, 1977; HARRISON et
al., 1977). Mais de 60 geminivirus diferentes ja foram identificados, e cerca de

12 infectam o tomateiro (BRIDDON e MARKHAM, 1995). Os geminivirus mais



importantes economicamente sdo o African cassava mosaic virus (ACMV), o
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), o Bean golden mosaic virus (BGMV) e
0 Maize streak virus (MSV), os trés primeiros transmitidos por mosca-branca ¢ o
ultimo transmitido por cigarrinha (FAUQUET e FARGETTE, 1990; BROWN e
BIRD, 1992; THOTTAPPILLY, 1992).

O primeiro relato mundial de geminivirus causando doenga em tomateiro
ocorreu no inicio da década de 1960, no Brasil, quando FLORES et al. (1960)
observaram a incidéncia de “clorose infecciosa das malvaceas” em tomateiros no
estado de Sao Paulo, e realizaram estudos de transmissdao do virus causador desta
enfermidade do tomateiro para Sida sp. e vice-versa. Posteriormente, em 1975,
COSTA et al. descreveram seis geminivirus causando mosaico dourado em
tomateiro no estado de Sdo Paulo. As particulas de um desses virus foram
purificadas, e o virus foi denominado Tomato golden mosaic virus (TGMV)
(MATYIS et al., 1975). Na época, a incidéncia de mosaico dourado em tomateiro
foi atribuida a migracao da mosca-branca vetora (Bemisia tabaci) e a existéncia
de reservatorios naturais, com maior incidéncia do TGMV em lavouras de tomate
industrial nos meses de outono (COSTA, 1976).

O TGMV apresenta ampla distribuigdo nas areas tropicais do Brasil
(BUCK e COUTTS, 1985), mas até o inicio dos anos 90 a incidéncia desse
geminivirus em tomateiro ndo era significativa no pais (POLSTON e
ANDERSON, 1997). Entretanto, nos ultimos sete anos houve um aumento
significativo na ocorréncia de doengas causadas por geminivirus em tomateiro
nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Pernambuco, Goias e no Distrito
Federal, com perdas de producao variando de 40 a 100% (RIBEIRO et al., 1994;
REZENDE et al., 1996, RIBEIRO et al., 1996; ZERBINI et al., 1996;
BEZERRA et al., 1997; FARIA et al., 1997; BEZERRA et al., 1998; SANTOS et
al., 1998). O surgimento e a incidéncia destes virus em tomateiro tem sido
associados a introdugdo e rapida dissemina¢do no Brasil do bidtipo B de Bemisia
tabaci (LOURENCAO e NAGAI, 1994; FRANCA et al., 1996; HAJI et al.,
1996; RIBEIRO et al., 1998).



Em Minas Gerais, no ano de 1996, a ocorréncia de geminivirus em
tomateiro foi registrada em duas localidades distantes entre si em
aproximadamente 500 km: o municipio de Igarapé, no cinturdo verde de Belo
Horizonte, e o municipio de Uberlandia, na regido do Triangulo Mineiro
(REZENDE et al., 1996; ZERBINI et al., 1996). O estudo do isolado coletado em
Igarapé demonstrou tratar-se de uma nova espécie de geminivirus, denominada
Tomato chlorotic mottle virus (TCMV) (AMBROZEVICIUS, 2000). Durante
esse trabalho, a autora detectou a existéncia de outra provavel espécie de
geminivirus infectando o tomateiro no estado de Minas Gerais, no municipio de
Bicas. Em relagdo ao complexo viral encontrado em Uberlandia, o
seqiienciamento parcial do DNA viral clonado a partir da amplificacdo de
fragmentos do genoma via PCR indicou tratar-se de uma nova espécie de
geminivirus (ZERBINI et al., 1996). Trabalhando com amostras de tomateiro
coletadas na regido do Triangulo Mineiro, REZENDE et al. (1997) sugeriram,
com base em analise do polimorfismo conformacional de fita simples em tampao
de baixa forca i0nica (LIS-SSCP) do DNA de geminivirus amplificado a partir
das amostras coletadas, a existéncia de infec¢Oes mistas, com mais de uma
variante de geminivirus infectando a mesma planta. Esse tipo de andlise,
entretanto, ndo ¢ capaz de distinguir se essas variantes constituem espécies
distintas ou estirpes de uma mesma espécie.

As perdas causadas pela infec¢do com o complexo de geminivirus de
Uberlandia (provisoriamente denominado TGV-Ubl) em cultivos protegidos de
tomateiro podem atingir 90% da producao de frutos (FILGUEIRA et al., 1996).
Os efeitos da infecgdo também sdo visiveis na parte aérea da planta. Tomateiros
inoculados com o TGV-Ub1 via mosca-branca aos 20, 30, 40, 50 e 60 dias apos a
germinagdo das plantas apresentaram uma redugdo significativa no crescimento
de folhas e do caule (GONCALVES et al., 1997). A incidéncia da virose em
condi¢des de campo em Araguari, MG, durante o plantio das dguas em 1996,
avaliada com base na observacao de sintomas tipicos de infeccdo por geminivirus
(mas sem confirmag¢do via PCR ou outro método que detecte o virus na planta)

foi da ordem de 2,5 a 50% (PEIXOTO et al., 1996).



O manejo das doengas causadas por geminivirus em tomateiro ¢ dificil e
dispendioso. O manejo regional certamente serd baseado no controle do inseto
vetor e, onde for possivel, na redugdo de fontes de indculo. O uso de inseticidas é
uma das estratégias mais utilizadas e mais dispendiosas para o manejo de
geminiviroses (POLSTON e ANDERSON, 1997). Além disso, o controle
quimico da mosca-branca vetora € problematico devido a baixa sensibilidade de
Bemisia tabaci a maioria dos inseticidas em uso, e a rdpida selecdo de
populagdes resistentes aos produtos mais utilizados (PICO et al., 1996).

O uso de cultivares tolerantes ou resistentes ¢ a estratégia mais
promissora para o controle dessas doencas (PICO et al., 1996). Entretanto, a
obtencdo de cultivares resistentes requer um grande esfor¢o e demanda tempo.
Por exemplo, o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), um begomovirus, ¢ um
dos patogenos virais mais devastadores em tomateiro em todas as regides onde
ocorre (esse virus ainda nao foi relatado no Brasil). Durante os ultimos 20 anos,
foi realizado um esforgo considerdvel para desenvolver cultivares resistentes ao
TYLCV. A auséncia de resisténcia no tomateiro cultivado obrigou os melhoristas
a transferirem genes de resisténcia encontrados em acessos de origem selvagem
(principalmente Lycopersicon peruvianum). Além desse problema, o progresso
do melhoramento para resisténcia ao TYLCV tem sido lento porque a heranga da
resisténcia ¢ complexa (LAPIDOT et al., 1997). Por fim, a alta variabilidade de
isolados de TYLCV de diferentes regides geograficas também contribui para que
a obtencdo de cultivares resistentes de tomateiro demande muito tempo (PICO et
al., 2000).

Assim, considerando-se o alto grau de severidade das doengas causadas
por geminivirus transmitidos por mosca-branca na cultura do tomateiro no Brasil
e a auséncia de informagdes detalhadas a respeito dos agentes etiologicos,
realizou-se o presente trabalho com os objetivos de: (a) caracterizar biologica e
molecularmente o complexo de geminivirus TGV-Ubl, coletado em tomateiro no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais; e (b) analisar a diversidade genética de

geminivirus associados ao tomateiro na regiao do Tridngulo Mineiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia da familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae ¢ caracterizada por possuir material genético
composto por DNA de fita simples (ssDNA), circular, com 2.500 a
3.000 nucleotideos, encapsidado por uma tnica proteina estrutural que se arranja
na forma de 22 capsdmeros, formando dois icosaedros incompletos, com cerca de
18%30 nm, que ddo um aspecto geminado ao virion (LAZAROWITZ, 1992;
BRIDDON e MARKHAM, 1995). A familia Geminiviridae foi reconhecida pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) em 1995 (BRIDDON e
MARKHAM, 1995).

Com base em gama de hospedeiros, especificidade de vetor e
organizagdo de genoma, a familia Geminiviridae ¢ subdividida em quatro
géneros: Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus (anteriormente denominados
Subgrupos I, II e III, respectivamente) e Topocuvirus (VAN REGENMORTEL et
al., 2000).

Os mastrevirus incluem geminivirus transmitidos por cigarrinhas
(Homoptera:Cicadellidae), com o genoma organizado em apenas uma molécula
de DNA e que infectam monocotiledoneas [com excecdo do Tobacco yellow

dwarf virus (TobYDV) na Austrdlia e Bean yellow dwarf virus (BeYDV) na



Africa do Sul, que infectam dicotiledoneas (LIU et al., 1997)]. O Maize streak
virus (MSV) ¢ a espécie-tipo. Este género inclui alguns patégenos importantes de
culturas como o milho e o trigo.

O género Curtovirus ¢ constituido por geminivirus que infectam
dicotiledoneas, sdo transmitidos por cigarrinhas, € possuem um Unico
componente gendmico. Dificilmente sdo transmitidos mecanicamente, mas
possuem ampla gama de hospedeiros. O Beet curly top virus (BCTV) € a espécie-
tipo. O BCTV possui uma gama de hospedeiros muito ampla, infectando mais de
300 espécies em 44 familias de plantas.

O género Begomovirus ¢ o mais numeroso. Todos os begomovirus
infectam dicotiledoneas, sdo transmitidos por mosca-branca (Bemisia spp.,
Homoptera: Aleyrodidae), possuem gama de hospedeiros relativamente restrita, e
a maioria possui dois componentes gendmicos, a exce¢do de alguns isolados de
TYLCV. Cada componente, com aproximadamente 2.600 nucleotideos, ¢
encapsidado separadamente em particulas geminadas, sendo necessarias as duas
particulas para que ocorra infec¢do sistémica. O Bean golden mosaic virus
(BGMV) ¢ a espécie-tipo deste género.

No sétimo relatorio do ICTV (VAN REGENMORTEL et al., 2000) foi
incluido um quarto género na familia Geminiviridae, denominado Topocuvirus.
O tnico membro do género ¢ o Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), que
possui um componente gendmico e ¢ transmitido por cigarrinhas (Homoptera:
Auchenorrhyncha) a espécies dicotiledoneas. Este novo género foi criado com
base na organizacdo do genoma e no relacionamento filogenético com outras

espécies de geminivirus.

2.2. Caracteristicas moleculares

A organizagao do genoma da maioria dos begomovirus estd representada

na Figura 1.
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Figura 1 - Representacdo esquematica do genoma de um begomovirus tipico. Os
circulos representam o genoma viral, dividido em dois componentes
com aproximadamente 2.600 nucleotideos cada um. As setas indicam
0os genes virais e a direcdo em que ocorre a transcricdo: REP,
“replication-associated protein”; TRAP, “trans-activating protein”;
REN, “replication-enhancer protein”; CP, gene da proteina capsidial
(“coat protein”); MP, “movement protein”; NS, “nuclear shuttle”. A
regido comum (RC) também estd indicada.

A grande maioria das espécies de begomovirus contém dois
componentes gendmicos, designados A e B, cada um constituido por uma
molécula de ssDNA com 2.500 a 2.800 nucleotideos. O componente A ¢
responsavel pela replicacdo e encapsidamento do genoma viral, enquanto o
componente B contém os genes requeridos para o movimento célula-a-célula e a
longa distdncia, gama de hospedeiros e desenvolvimento de sintomas
(TIMMERMANS et al.,, 1994). A presenga de ambos os componentes ¢
necessaria para a infec¢do sistémica (STANLEY, 1983). Os componentes A ¢ B
ndo possuem homologia de seqiliéncia, exceto por uma regido intergénica com
aproximadamente 200 nucleotideos, denominada regido comum (RC), que ¢
altamente conservada entre os dois componentes de uma determinada espécie
viral (acima de 90% de homologia) (LAZAROWITZ, 1992). A partir desta
regido intergénica divergem os genes virais, nos sentidos viral e complementar

(STANLEY e GAY, 1983; HOWARTH et al., 1985).



Nos begomovirus, o componente A codifica de quatro a seis proteinas:
uma proteina essencial para a replicagao (REP, “replication-associated protein”,
anteriormente ACl ou ALIl); uma proteina transativadora (TRAP, “trans-
activating protein”, anteriormente AC2 ou AL2), fator de transcri¢do atuando in
trans nos promotores dos genes de sentido viral (CP e NS); a proteina REN
(“replication-enhancer protein”, anteriormente AC3 ou AL3), fator de
amplificacdo da replicacdo viral; e a proteina capsidial (CP, “coat protein”,
anteriormente AV1 ou AR1), essencial para a transmissdo do virus pelo inseto
vetor (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999). O componente B codifica as proteinas
MP (“movement protein”, anteriormente BC1 ou BL1) e NS (“nuclear shuttle”,
anteriormente BV1 ou BR1), a primeira envolvida no movimento célula-a-célula
do virus, por meio do aumento do limite de exclusdo dos plasmodesmas, e a
segunda responsavel pelo transporte do DNA através do envelope nuclear
(HANLEY-BOWDOIN et al., 1999).

Mutagénese in vitro e expressdo em plantas transgénicas demonstraram
que a proteina REP ¢ a tinica proteina viral essencial para a replicacdo (HAYES e
BUCK, 1989; HANLEY-BOWDOIN et al., 1990). O componente B nao tem
autonomia de replicacdo (DAVIES et al.,, 1987). A proteina REP ndo ¢
considerada uma replicase, mas estd associada a replicacdo do DNA, com
propriedades de ligacdo especifica a DNA de fita simples e dupla (FONTES et
al., 1992), clivagem e ligacdo do DNA em seqiiéncias especificas (LAUFS et al.,
1995) e hidrolise de ATP (DESBIEZ et al., 1995). A proteina REP ¢ uma
proteina multifuncional, que atua na regulagdo da replicacdo e transcri¢ao do
DNA viral (EAGLE et al., 1994; SUNTER et al., 1993). REP age na forma de
multimeros, com dominios responsaveis pela oligomerizagdo da proteina, ligacao
ao DNA e clivagem do DNA (OROZCO et al., 1997). O sitio de ligacdo para
REP ¢ requerido ndo s6 para o reconhecimento da origem de replicagdo, mas
também para regulagdo negativa da transcrigdo do gene REP (EAGLE et al.,
1994). Outra fun¢ao da proteina REP ¢ a de induzir, indiretamente, a expressao

de proteinas responsaveis pela sintese de DNA do hospedeiro em células



totalmente diferenciadas, criando um ambiente que permite uma eficiente
replicacdo viral (NAGAR et al., 1995).

A fungdo do produto do gene REN ¢ aumentar a eficiéncia da replicacao
de uma maneira virus ndo-especifica, porém esta fun¢do ndo ¢ essencial
(MORRIS et al., 1991). A replicacio do TGMV, na auséncia de REN, ¢ reduzida
em cerca de 50 vezes (SUNTER et al., 1990). Experimentos realizados por
SETTLAGE et al. (1996) demonstraram que ocorre interagdo entre as proteinas
REP e a REN, com a formagdo de oligdmeros funcionais responsaveis pelo
aumento da eficiéncia da replicagdo viral. Esses autores sugerem que a estrutura
do complexo REP-REN ¢ mais importante para iniciar o processo de replicacao
do que a atividade catalitica de REN.

A ORF ACH4 se encontra inserida dentro do gene REP, mas ¢ codificada
em uma fase de leitura distinta. Essa ORF possui o potencial de codificar uma
proteina de 10 kDa. GRONING et al. (1994) demonstraram, por meio de
experimentos de expressdo transiente, que AC4 do TGMV provavelmente
reprime a expressdao de REP através da regulacdo negativa do promotor AL61 do
gene REP. Esta repressdo ¢ independente do sitio de ligacao para REP, pois um
cassete de expressao em plantas codificando AC4 foi capaz de reprimir o gene da
luciferase sob o comando do promotor AL61 cuja regido de ligacdo a REP havia
sido deletada (EAGLE e HANLEY-BOWDOIN, 1997). Outros autores
(POOMA e PETTY, 1996) questionam se a ORF AC4 ¢ realmente expressa pelo
TGMV e outros geminivirus, ja& que mutagdes em AC4 ndo resultaram em
mudancas fenotipicas e ainda ndo foi encontrada uma fungdo para AC4 no
processo infeccioso.

A proteina capsidial (CP) ¢ necessdria para a infeccdo sistémica de
alguns geminivirus e dispensdvel para a maioria dos outros (QIN et al., 1998).
Outra funcdo da CP parece estar relacionada a movimentacdo célula-a-célula do
virus e transmissdo pelo vetor (MULLINEAUX et al., 1984; HOFER et al.,
1997a). BRIDDON et al. (1990) demonstraram que a troca do gene CP do
ACMYV, transmitido por mosca-branca, pelo correspondente do BCTV,

transmitido por cigarrinha, resultou na alteracdo de especificidade do inseto



vetor. A conformacgdo correta da proteina capsidial e seu papel na transmissao
pelo vetor sao controlados pelos aminoacidos 129 e 134 (NORIS et al., 1998).

A ORF AV1 (“pre-coat”) estd presente somente em geminivirus do
“Velho Mundo” e parece estar associada ao movimento sist€émico do virus.
Plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas com DNA infeccioso do TYLCV
contendo mutacdes no gene AV 1 desenvolveram sintomas moderados de infec¢ao
viral e apresentaram baixo acumulo de DNA viral, tanto de fita simples quanto
de fita dupla. Porém, protoplastos inoculados com essa mesma construcao
apresentaram acumulo normal de DNA viral, sugerindo que AV1 estd envolvida
no movimento sist€émico do virus (PADIDAM et al., 1996).

Para que o DNA dos begomovirus se movimente célula-a-célula ha
necessidade da interagdo entre as proteinas NS e MP. Este modelo de movimento
intracelular foi desenvolvido a partir de estudos com o BDMV e o SqLCV
(NOUEIRY et al.,, 1994; PASCAL et al, 1994). ROJAS et al. (1998)
demonstraram que as proteinas MP e NS de BDMV interagem diretamente com

o DNA viral, reconhecendo-o com base na sua forma e tamanho.

2.3. Replicacdo do genoma viral

O sitio de replicagdo dos geminivirus esta localizado no ntcleo das
células infectadas, e a replicagdo do genoma viral ¢ quase totalmente dependente
da maquinaria de replicagdo de DNA do hospedeiro, o que faz com que os
geminivirus sejam modelos ideais para o estudo da replicacio de DNA e
regulacdo de expressdo génica em plantas. Esse fato possibilitou um grande
acumulo de informagdes sobre a biologia molecular destes virus.

As particulas virais acumulam-se exclusivamente no nucleo, na forma de
agregados irregulares ou arranjos cristalinos hexagonais (KIM et al., 1978). Os
geminivirus replicam o seu genoma circular de fita simples de DNA por meio de
um intermediario de fita dupla (forma replicativa, RF), utilizando um mecanismo

de circulo rolante semelhante ao utilizado pelos bacteriofagos $X174 ¢ M13
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(SAUNDERS et al., 1991; STANLEY, 1995). Nestes fagos, proteinas do
hospedeiro convertem a fita simples de DNA em fita dupla, que ¢ amplificada e
serve como molde para transcricdo e sintese do DNA de fita simples
(REVINGTON et al., 1989). No caso dos geminivirus ndo se sabe exatamente
como ocorre essa conversao, mas todas as evidéncias indicam que ela também ¢
realizada por fatores do hospedeiro (NAGAR et al., 1995). Em mastrevirus ja foi
identificado um “primer” que poderia ser o iniciador da sintese da fita
complementar, mas o mesmo ainda ndo foi encontrado para outros geminivirus
(DONSON et al., 1984).

Na replicacdo dos begomovirus, a fita complementar de DNA serve de
molde para a sintese de varias copias do DNA genomico, que formam uma longa
fita simples de DNA linear contendo varios genomas unitarios (multimero ou
concatdmero). O multimero ¢ clivado gerando mondmeros (os DNAs
gendmicos), que serdo ligados gerando moléculas circulares de ssDNA
correspondentes ao genoma viral, as quais por sua vez serdo encapsulados
formando os virions (LAZAROWITZ, 1992; TIMMERMANS et al., 1994;
LAUEFS et al., 1995). A origem de replicacdo (ori) estd localizada na regido
intergénica comum (RC) entre os dois componentes gendmicos. A ori possui
uma organizagdo modular, com pelo menos trés modulos funcionais
caracterizados por FONTES et al. (1994). A seqiiéncia de nucleotideos da RC ¢
altamente conservada para uma determinada espécie viral, mas varidvel entre
diferentes espécies de virus, com exce¢do de um elemento de 30 nucleotideos
essencial para a replicagdo (LAZAROWITZ, 1992). Este elemento, contendo
uma seqiiéncia repetida e invertida composta predominantemente por guanina e
citosina, forma uma estrutura conservada (‘“structurally-conserved element”,
SCE) em forma de grampo (“stem and loop”) com uma seqiiéncia invariavel
(5’-TAATATTAC-3’) encontrada em todos os geminivirus (DAVIES et al.,
1987; LAZAROWITZ, 1992) e que constitui o dominio funcional da origem de
replicagio (OROZCO ¢ HANLEY-BOWDOIN, 1998). E neste nonanucleotideo
que ocorre a clivagem (TAATATT/AC) essencial para o inicio do processo de

replicacdo por circulo rolante (STANLEY, 1995). A clivagem ¢ realizada pela
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proteina REP, que funciona como uma endonuclease sitio-especifica, com
requerimento de estrutura e seqiiéncia (LAUFS et al., 1995; OROZCO e
HANLEY-BOWDOIN, 1998). Dentro da RC existem também seqiiéncias que
funcionam como determinantes da replicagdo, como o sitio de ligagdo a REP
(FONTES et al., 1992; FONTES et al., 1994) e regides promotoras da RNA
polimerase tipo II, responsavel pela transcri¢do dos genes virais.

O geminivirus mais bem estudado quanto a replicacdo ¢ o TGMV. Este
virus codifica duas proteinas que atuam na replicagdo, REP ¢ REN. A RC do
TGMYV inclui repeticdes em ordem direta de seqiiéncias especificas de cinco
nucleotideos, separadas entre si por trés nucleotideos, onde se liga REP
(FONTES et al.,, 1994). A sintese da fita positiva se inicia na estrutura
conservada em forma de grampo, o SCE (OROZCO et al., 1998). O sitio de
ligacdo de REP ao DNA do TGMV esta localizado 34 pares de bases (pb) a 5’
deste (variavel de 23 a 82 pb para outros geminivirus), entre a caixa TATA do
gene REP e a SCE (ARGUELLO-ASTORGA et al., 1994a,b; OROZCO et al.,
1998). A ligacao de REP ao seu sitio de reconhecimento, de forma seqiiéncia-
especifica, ¢ necessaria para a auto-regulacdo negativa de sua propria expressao
(EAGLE et al., 1994). Apos a ligagdo de REP ao DNA viral e estabilizagdo do
complexo formado por REP e REN (SETTLAGE et al., 1996), a proteina cliva o
nonanucleotideo localizado na SCE, dando inicio a replicacdo por circulo rolante

(LAUFS et al., 1995).

2.4. Movimento viral

O movimento de virus de plantas pode ser visto como a combinagdo de
dois processos: (a) movimento local, constituindo o0 movimento do virus ou DNA
viral entre células, e (b) movimento a longa distancia, através do sistema vascular
(TIMMERMANS et al., 1994). A entrada do virus na via de transporte a longa
distancia ¢ critica para o estabelecimento da infecc¢ao sist€émica, e a incapacidade

de um virus em atingir o floema pode resultar em sintomas fracos ou atenuados,
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ou mesmo na resisténcia do hospedeiro a infeccdo (LUCAS e GILBERTSON,
1994).

Os geminivirus se distinguem dos demais virus de plantas por
apresentarem duas proteinas essenciais para o movimento célula-a-célula. A
proteina MP ¢ responsavel pelo aumento do limite de exclusdo e transporte
através dos plasmodesmas, e a proteina NS ¢ responsavel pelo transporte do
DNA viral entre o ntcleo e o citoplasma (NOUEIRY et al., 1994; PASCAL et
al., 1994). A proteina NS provavelmente transporta o DNA viral através dos
poros da membrana nuclear, a via normal de importagdo/exportacao utilizada por
proteinas, RNAs e ribonucleoproteinas celulares (CARRINGTON et al., 1996).

NOUEIRY et al. (1994) demonstraram, por meio de estudos de
microinjecdo, que a proteina NS do BDMV intermedia o trafego de ssDNA e
dsDNA do nucleo para o citoplasma, enquanto MP aumenta o limite de exclusao
dos plasmodesmas permitindo a passagem de dsDNA. O movimento dos
begomovirus requer acdo cooperativa entre NS e MP, e essas proteinas podem
atuar in frans mesmo entre espécies nao relacionadas como o TGMV e o BGMV
(SCHAFFER et al., 1995). A funcao das proteinas MP e NS no transporte célula-
a-célula tem sido confirmada por meio de ensaios bioquimicos de interacdo
proteina: DNA e determinagdo da localizagdo subcelular dessas proteinas
(NOUEIRY et al., 1994; PASCAL et al., 1994, SANDERFOOT et al., 1996;
SANDERFOOT e LAZAROWITZ, 1996).

Resultados obtidos por SANDERFOOT ¢ LAZAROWITZ (1995), por
meio de ensaios de expressao transiente de MP e NS do SqLCV em células de
inseto e em protoplastos de tabaco, sugerem que estas proteinas agem de forma
cooperativa a fim de facilitar o movimento do ssDNA do seu sitio de replicacao
no nucleo para a periferia da célula, e em seguida através da parede celular a fim
de infectar as células adjacentes. Este modelo sugere que o complexo NS-ssDNA
se desloca até a periferia da célula e, com o auxilio de MP, atinge as células
vizinhas.

Trabalhos realizados por ROJAS et al. (1998), por meio da expressao das

proteinas de movimento do BDMYV in vitro e andlise de géis de retardamento,
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mostraram que NS e MP ligam-se preferencialmente a dsDNA circular de
maneira dependente da forma e comprimento, ¢ que MP liga-se a dSDNA com
maior afinidade que NS. Baseado nestes resultados, estes autores sugerem um
modelo de movimento em que ha transferéncia do DNA de NS para MP, seguido
do movimento célula-a-célula do complexo MP-DNA.

O movimento a longa distdncia ocorre via floema, entretanto ainda
persiste a controvérsia a respeito da forma transportada (ss/dsDNA livre ou
virions). Derivados do DNA-A de ACMV e TGMV carregando insertos
exogenos reverteram para o tipo selvagem (Brough et al., 1988; Etessami et al.,
1988 citados por LAZAROWITZ, 1992), o que sugere limitagdes induzidas por
etapas de empacotamento, favorecendo a hipotese de movimento na forma de
virions. Entretanto, a proteina capsidial ¢ dispensdvel para o movimento
sistétmico da maioria dos begomovirus (QIN et al., 1998), indicando que a
formacdo de virions ndo ¢ necessdria para o movimento. Além disso, os
resultados obtidos por ROJAS et al. (1998) indicam que MP e NS reconhecem o
DNA viral com base em sua forma e comprimento (nimero de nucleotideos), o
que eliminaria a necessidade de empacotamento e explicaria a reversdo de
mutantes contendo porgdes extras de DNA.

POOMA et al. (1996), baseado em estudos com mutacdes no gene CP do
TGMV e do BGMV e inoculagdo em diferentes hospedeiros, sugerem que a CP
poderia desempenhar um papel auxiliar na movimentacdo sistémica do virus e
propde a existéncia de trés tipos de movimento: movimento local
(célula-a-célula), que ndo requer a proteina capsidial, utilizando NS e MP para
atravessar a membrana nuclear e plasmodesmas, respectivamente; movimento
sistémico independente da proteina capsidial, que ocorreria em hospedeiros aos
quais o virus ¢ bem adaptado; e movimento sistétmico dependente da proteina

capsidial, que ocorreria em relagdes de pouca adaptacdo entre virus e hospedeiro.

14



2.5. Transmissdo natural de geminivirus

A incidéncia de geminivirus sob condi¢cdes naturais ¢ determinada
primariamente pelas limitagdes epidemiologicas impostas a mosca-branca e as
cigarrinhas vetoras (FRISCHMUTH e STANLEY, 1993). A transmissdao dos
geminivirus ocorre de modo circulativo. Os periodos de aquisi¢do, laténcia, de
retengdo e de inoculagdo sdo varidveis para diferentes combinagdes virus-vetor.
Muitos geminivirus requerem um periodo latente de quatro horas ou mais, e sdo
retidos no vetor por varios dias, possivelmente por todo o ciclo de vida do vetor.
A transmissdo e o periodo de aquisicdo dependem da concentragdo viral na seiva
da planta (TIMMERMANS et al., 1994). Mais recentemente, verificou-se que a
associagdo do TYLCV com adultos de mosca-branca causa uma reducao
significativa na expectativa de vida e na oviposicdo das fémeas, sugerindo que o
TYLCV possui um certo grau de patogenicidade ao inseto (RUBINSTEIN e
CZOSNEK, 1997). Outra evidéncia deste tipo de relacdo entre o TYLCV e a
mosca-branca € a provavel passagem transovariana do virus de uma geragao de
mosca-branca para a outra (GHANIM et al., 1998). Entretanto, a replicagdo do
TYLCV no vetor ainda ndo foi demonstrada de forma definitiva.

A transmissdao de virus circulativos envolve a passagem das particulas
virais através da parede do intestino do inseto para a hemolinfa, dai para a
glandula salivar e finalmente da saliva para outras plantas (TIMMERMANS et
al., 1994). A especificidade da transmissdo de geminivirus por mosca-branca
parece ser determinada pela passagem da hemolinfa para a glandula salivar
(COHEN et al., 1989). A especificidade virus-vetor parece ser determinada por
ambos, virus e vetor. Entre os produtos codificados pelo virus, a proteina
capsidial ¢ o Unico que participa na determinacdo da especificidade do vetor
(TIMMERMANS et al., 1994). Evidéncias dessa participacdo vem de estudos
envolvendo a troca da regido codificadora da proteina capsidial do ACMV pela
do BCTV: o virus quimérico ¢ transmitido pela cigarrinha vetora do BCTV,
Circulifer tenellus, mas nao pela mosca-branca transmissora do ACMV

(BRIDDON et al., 1990).
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2.6. Gama de hospedeiros e desenvolvimento de sintomas

O ciclo de infecgdo celular de virus de plantas pode ser dividido em fases
da replicacdao do genoma e de movimento intercelular. Cada uma delas requer a
interacdo entre componentes virais € do hospedeiro. Tais interagdes podem
incluir o recrutamento de fatores e da maquinaria celular do hospedeiro para a
multiplicagdo e disseminagdo do virus (PETTY et al, 2000), e também a
supressdo de mecanismos de defesa antiviral (VOINNET et al., 1999). A
eficiéncia coletiva destas varias interagdes em um dado hospedeiro define as
propriedades do virus, e pode ser considerada como uma medida da adaptagao do
virus ao hospedeiro (PETTY et al., 2000).

Estudando a resisténcia das cultivares Othello e Black Turtle Soup T-39
de Phaseolus vulgaris ao BDMV, WANG et al. (1999) determinaram que esta
resisténcia envolve o bloqueio do transporte a longa distancia, e que apenas na
cultivar Othello existe associagdo entre a resisténcia e a reacdo de
hipersensibilidade (HR). Estes autores também verificaram que o determinante
desta HR esté associado ao componente B do BDMV. GARRIDO-RAMIREZ et
al. (2000) estabeleceram que este determinante de HR esta localizado na proteina
NS, e que esta proteina também tem papel de fator de aviruléncia na interagdo
do BDMV com a cultivar de feijoeiro Black Turtle Soup T-39. Estes ultimos
autores verificaram que ao inocularem o BDMYV via biobalistica em radiculas do
feijoeiro, o virus se multiplicou e moveu célula-a-célula nas células corticais,
mas nao ocorreu movimento viral a longa distancia. Segundo estes autores, as
plantas desenvolvidas a partir destas plantulas inoculadas ndo desenvolveram
sintomas de infec¢do viral sistémica. A analise via PCR ndo detectou a presenga
de DNA viral nas folhas do feijoeiro inoculado na radicula. Portanto, as
cultivares Othello e Black Turtle Soup T-39 sdo hospedeiras do BDMV, mas elas
ndo apresentam infec¢do sistémica devido a resisténcia ao movimento viral que
apresentam contra este virus.

Caracterizando a resisténcia de plantas de pimentao (Capsicum annuum)

ao Pepper huasteco virus (PHV), GODINEZ-HERNANDEZ et al. (2001)
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observaram quatro plantas que ndo apresentaram sintomas de infecgdo viral até
trés meses apds a inoculacdo via biobalistica ou por enxertia. Analisando as
folhas inoculadas via PCR, os autores concluiram que o PHV pode se replicar
nestas plantas, e que a auséncia de infec¢do sist€émica do PHV nestas plantas
assintomaticas ¢ devida a restri¢ao ao movimento viral.

A gama normal de hospedeiros de varios geminivirus pode alterada
experimentalmente por mutacdes que causam a inativagdo de determinado gene
viral ou a substituicdo de aminoacidos em proteinas codificadas pelo virus
(INGHAM e LAZAROWITZ, 1993; INGHAM et al., 1995; HALEY et al., 1995;
JUPIN et al., 1994; LIU et al., 1998). Entretanto, PETTY et al. (2000) afirmam
que fenotipos de perda de funcdo que restringem a gama de hospedeiros podem
ocorrer devido a interacdes imperfeitas entre fatores virais, ou seja, esses
fendtipos podem ndo estar necessariamente relacionados com a adaptacdo das
proteinas virais ao hospedeiro. Este efeito ¢ evidente no comportamento de
pseudo-recombinantes. Esses pseudo-recombinantes freqiientemente exibem
adaptacao reduzida aos hospedeiros dos virus parentais, € também apresentam
redugdio na gama de hospedeiros (FRISCHMUTH et al., 1997; HOFER et al.,
1997b; HILL et al., 1998).

Estudando a infec¢gdo do TGMV e do BGMYV, dois begomovirus
estreitamente relacionados, PETTY et al. (1995) concluiram que o BGMV pode
infectar sistemicamente N. benthamiana, embora seja menos adaptado a este
hospedeiro do que o TGMV. Objetivando entender quais as caracteristicas do
genoma viral requeridas para a adaptacdo dos begomovirus aos seus hospedeiros,
PETTY et al. (2000) analisaram um conjunto variado de virus recombinantes
entre 0 TGMV e o BGMV. Os recombinantes foram criados pela substituicao
independente ou combinada das seqiiéncias de nucleotideos das ORFs
correspondentes aos genes TRAP, REN, NS e MP, e das regides ndo codificadoras
ARi e BRi, localizadas entre a regido comum e os genes CP e NS,
respectivamente, considerando como unidade minima de replicacdo as
seqiiéncias de nucleotideos da regido comum de cada componente do genoma

viral, o gene REP, e a regido ndo-codificadora BLi, localizada entre a regido
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comum e o gene MP. Os fendtipos dos virus recombinantes foram analisados em
N. benthamiana e em feijoeiro (Phaseolus vulgaris), hospedeiros aos quais o
TGMV e o BGMYV sio, respectivamente, bem adaptados. Com os resultados
obtidos, estes autores concluiram que a andlise independente de qualquer uma
das seqiiéncias permutadas apresenta um efeito similar, pequeno ou desprezivel
na adapta¢do do genoma viral ao hospedeiro, e que este efeito ndo depende do
genoma viral analisado. Entretanto, quando houve a permuta combinada de todas
as ORFs e regides nao-codificadoras (NCRs), o fendtipo observado era
dependente do genoma viral analisado. No caso do recombinante criado com
base na unidade minima de replicacdo do BGMV e as ORFs e NCRs do TGMYV,
observou-se que as seqiiéncias do TGMV e suas respectivas proteinas foram
capazes de conferir melhor adaptacdo a N. benthamiana. Este recombinante
reproduziu substancialmente a sintomatologia e a replicagdo do TGMV tipo
selvagem. Além disto, o recombinante manteve a propriedade de alta
infectividade especifica em feijoeiro do BGMYV tipo selvagem. Em contraste, o
recombinante com base na unidade minima de replicacdo do TGMV e as ORFs e
NCRs do BGMV apresentou apenas ganho parcial de funcdo em feijoeiro. Esse
recombinante foi menos adaptado do que o BGMV em ambos os hospedeiros
testados. Os autores acreditam que a falta de adaptacdo do recombinante com a
unidade minima de replicacdo do TGMV pode ter sido causada por interagdes
imperfeitas entre seqiiéncias especificas do virus. Entretanto, os papéis de outras
regides do genoma do BGMYV para adaptagdo ao feijoeiro ndo foram excluidos.
Considerando o conjunto destes resultados, estes autores concluiram que a
adaptacao de begomovirus ao hospedeiro ¢ determinada cooperativamente com
base em seqiiéncias codificadoras e ndo codificadoras do genoma viral.
Utilizando hibridizacdo “in  situ”, MORRA e PETTY (2000)
demonstraram que o TGMV e o BGMV diferem significativamente em suas
habilidades de sairem das células do floema em dire¢cdo ao mesoéfilo em folhas de
N. benthamiana infectadas sistemicamente. O TGMV apresentou tropismo em
direcdo as células do mesofilo e capacidade de infectar este tecido, enquanto o

BGMV permaneceu confinado as células do floema de folhas infectadas
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sistemicamente. De acordo, as plantas de N. benthamiana infectadas com o
TGMV manifestaram sintomas de infec¢do sistémica, enquanto as plantas desta
hospedeira infectadas com o BGMV foram assintomaticas. Segundo estes
autores, as diferencas de tropismo entre 0 TGMV e o BGMV em folhas de
N. benthamiana infectadas sistemicamente sdo geneticamente determinadas por
trés regides do genoma viral: a regido ndo codificadora BRi e a regido das ORFs
correspondentes aos genes AL23 ou BLI/BRI. A regido nao codificadora BRi,
localizada entre a regido comum e o gene NS, foi essencial para o fendtipo de
tropismo do TGMV das células do floema para as células do mesofilo. Além
disto, os resultados destes autores forneceram fortes evidéncias de que a
eficiéncia do movimento célula-a-célula contribui diretamente para a invasao do
mesofilo foliar a partir do sistema vascular em folhas infectadas sistemicamente.
As analises genéticas dos virus sugeriram o requerimento de um nivel critico da
proteina BR1 para que ocorra eficientemente a invasdao do mesoéfilo foliar. Os
autores observaram ainda que a inoculagdo via biobalistica do BGMV tipo
selvagem diretamente nas células do mesofilo foliar de N. benthamiana resultou
em lesdes cloroticas, indicando que ocorreu a infec¢do destas células por este
virus. Conseqiientemente, a expressao da proteina BR1 nestas células permite o
movimento cé€lula-a-célula do BGMV neste tecido. Este fato e outras
observagdes genéticas levaram MORRA e PETTY (2000) a considerar que
possivelmente existem diferencas importantes no nivel de expressdao do gene BR1
em algum tipo especifico de célula do sistema vascular, a partir da qual se inicia
a invasdo do mesofilo, e ndo propriamente na expressao deste gene em células do
proprio mesofilo foliar. Segundo estes autores, o efeito da quantidade da proteina
BR1 em sua atividade de transporte pode ser explicado pela competicdo entre o
transporte do virus e os transportadores normais da célula em relagdo ao acesso a

maquinaria endogena de transporte intra e intercelular.
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2.7. Recombinacio e pseudo-recombinac¢ao

Uma caracteristica marcante dos begomovirus € a sua rapida adaptacio a
novos hospedeiros, refletida no surgimento de novas estirpes ou mesmo espécies
de begomovirus que ocorre apos a introducdo de um novo virus em determinada
regido geografica, ou quando a introdugdo do inseto vetor permite que
begomovirus presentes em determinadas espécies de plantas infectem outras
espécies. Essa rapida adaptacdo e evolugdo de begomovirus indica que
mecanismos de geragdo de diversidade genética sdo freqiientes e eficientes nesses
virus. Uma vez que a replicagdo do genoma viral ¢ realizada pela maquinaria
celular do hospedeiro, ¢ improvavel que simples mutagdes pontuais causadas por
erros da DNA polimerase sejam responsaveis pela diversidade genética dos
begomovirus. Outros mecanismos, como a recombinagdo ou a pseudo-
recombinacdo (possivel apenas quando o virus possui mais de um componente
genOmico, o caso da grande maioria dos begomovirus), devem atuar. De fato, a
analise comparativa de um grande nimero de seqiiéncias de nucleotideos de
espécies e estirpes de begomovirus demonstrou que sua evolugcdo ndo ocorre
apenas gradualmente, via mutagdo pontuais, mas também por eventos freqiientes
de recombinagdo entre espécies do género ou mesmo entre espécies de géneros
distintos dentro da familia Geminiviridae (STANLEY et al., 1986; BRIDDON et
al., 1996; PADIDAM et al., 1999). A troca de componentes gendmicos
completos (pseudo-recombinacdo) entre isolados relacionados (STANLEY et al.,
1985; ARIA et al., 1994) ou, mais raramente, entre espécies distintas
(GILBERTSON et al., 1993; HOU e GILBERTSON et al., 1996; HOFER et al.,
1997b; HILL et al., 1998) também contribui de forma significativa para a
diversidade genética dos geminivirus.

A recombinacdo e a pseudo-recombinacdo sdo possibilitadas pela
ocorréncia freqiiente de infecgdes mistas (LAZAROWITZ, 1991; HARRISON et
al., 1997; HARRISON e ROBINSON, 1999; ROYE et al., 1999). Além disto,
seqiiéncias de begomovirus também podem se integrar no genoma de planta,

inclusive nas células germinativas, possibilitando sua transmissdo vertical e,

20



conseqiientemente, criando oportunidades para a ocorréncia de outros eventos de
recombinacdo (BEJARANO et al., 1996; ASHBY et al., 1997). Esta habilidade
de trocar material genético facilita a diversificacdo genética destes virus
(PADIDAM et al., 1999).

NAVAS-CASTILHO et al. (2000) analisaram as seqiiéncias de
nucleotideos de diferentes isolados de begomovirus de tomateiro na Espanha, e
registraram evidéncias que suportam a ocorréncia de recombinagdo natural entre
o TYLCV-Is e o ToLCV. Em 1999, PADIDAM et al. j4 haviam determinado
evidéncias estatisticas de que esta recombinacdo havia ocorrido.

Em Uganda, a andlise de plantas de mandioca naturalmente infectadas
demonstrou diferentes combina¢des de DNA-A e DNA-B de begomovirus (PITA
et al., 2001). Os resultados sugeriram a ocorréncia natural de pseudo-
recombinantes inter e intraespecificos e um aumento na complexidade do
mosaico dourado ocorrendo em mandioca na Uganda, resultando em epidemia
severa. Também foram detectadas infec¢des mistas de ACMV-UG e East african
cassava mosaic virus, isolado da Uganda (EACMV-UG) em mandioca ¢ em
mosca-branca na maioria das regides onde os virus ocorrem. As amostras com
infeccOes mistas sempre mostraram sintomas mais severos, sugerindo interacao
sinergistica entre 0 ACMV-UG e o EACMV-UG. A estimativa da quantidade de
DNA viral em plantas naturalmente infectadas demonstrou que em infec¢des
mistas a quantidade de DNA de cada um desses virus era maior do que a
quantidade de DNA viral em infecgdes isoladas. Os resultados também
demonstraram claramente que o mosaico dourado da mandioca pode ser causado
pelo pseudo-recombinante formado pelo DNA-A do EACMV-UG2 ¢ o DNA-B
do EACMV-UG3.

O potencial de recombinacdo dos geminivirus em produzir novos virus
também foi verificado em infecgdes naturais em plantas daninhas. O mosaico
amarelo do Ageratum conyzoides ¢ causado por um complexo viral que inclui um
begomovirus com apenas um componente gendmico, o Ageratum yellow vein
virus (AYVV) (TAN et al., 1995), um DNA satélite com replicacdo autonoma,
denominado DNA 1, provavelmente originado de nanovirus (SAUNDERS e

21



STANLEY, 1999), um pequeno DNA semelhante ao DNA satélite, denominado
DNA-B, e outras moléculas pequenas de DNA (SAUNDERS et al., 2000). O
DNA 1 ndo tem fungdo essencial no fenotipo da doenga, e a origem do DNA-3
ainda ndo foi determinada. Este DNA-3 ndo possui homologia de seqiiéncia com
begomovirus, mas possui varias caracteristicas em comum com o componente B
destes virus, as quais provavelmente refletem convergéncia na evolugdo entre
estes dois tipos de componentes (SAUNDERS et al., 2001). A agroinoculacao de
plantas de Ageratum conyzoides com AYVV isoladamente causou infeccdo
assintomadtica desta hospedeira com uma baixa quantidade de DNA presente nas
plantas. A manifestacdo de sintomas suaves de mosaico amarelo nesta hospedeira
foi observada quando a agroinoculacdo foi realizada com um plasmideo
recombinante contendo a combinac¢do do AYVV e do DNA- recDNA-B17. Este
resultado indicou a necessidade dos dois componentes para a ocorréncia de
mosaico amarelo em Ageratum conyzoides. As plantas com infeccdo mista entre
estes dois componentes apresentaram conteddo de DNA significativamente
maior do que com a infeccdo isolada do AYVV. Os autores verificaram
experimentalmente que o AYVV e o DNA-B podem se recombinar apds a
transmissdo pela mosca-branca, produzindo quimeras semelhantes ao
recDNA-B17. Os autores acreditam que estes eventos de recombinagao
provavelmente ocorrem em alta frequéncia e, conseqiientemente, que os

recombinantes estdo normalmente associados a doenga no campo.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO BIOLOGICA E MOLECULAR DE GEMINIVIRUS
PRESENTES NO COMPLEXO VIRAL TGV-Ubl

1. INTRODUCAO

Considerando os geminivirus que infectam tomateiro no Brasil e
utilizando critérios de gama de hospedeiros e sintomatologia, COSTA et al.
(1975) descreveram seis viroses diferentes, todas transmitidas por “mosca-
branca”. Um aspecto comum entre os agentes etiologicos causadores destas
doencas ¢ a infeccdo de Nicotiana glutinosa, N. tabacum L. ‘Turkish NN’,
L. esculentum, Datura stramonium, Physalis angulata, P. floridana,
P. fuscumaculata e P. dubescena. Entretanto, apenas a virose denominada
mosaico dourado do tomateiro ou “chita” era transmissivel via extrato vegetal
tamponado. O agente causador desta virose foi parcialmente caracterizado por
MATYIS et al. (1975) como sendo um geminivirus, denominado Tomato golden
mosaic virus (TGMV).

COSTA e CARVALHO (1960) relataram que o Abutilon mosaic virus

(AbMV), comum em malvéceas, e o Euphorbia mosaic virus (EMV), presente
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em Euphorbia prunifolia no Brasil, sdo capazes de infectar o tomateiro quando
transmitidos por mosca-branca (B. tabaci Genn.). As plantas de tomateiro siao
mais suscetiveis ao EMV do que ao AbMV. Plantas de tomateiro infectadas pelo
EMV apresentam clareamento de nervuras, mosaico amarelo, forte rugosidade,
enrugamento e nanismo acentuados. Os sintomas induzidos por AbMV incluem
mosaico verde-claro ou amarelado, com as areas amareladas mais extensas do
que no caso de infeccdo pelo EMV. Contudo, os outros sintomas causados por
AbMYV sio menos intensos do que os causados pelo EMV. Estes autores também
registram que o EMV foi transmitido via extrato vegetal tamponado para
D. stramonium e Euphorbia prunifolia, e o AbMV para Malva parviflora e
Nicandra physaloides. Contudo, os autores afirmam que raramente as doencas
causadas por estes virus em tomateiro sao encontradas em campo.

A partir de 1994, no Brasil, um nimero significativo de novas espécies
de geminivirus infectando o tomateiro foi caracterizado pelo seqiienciamento de
nucleotideos da regido N-terminal do gene da proteina capsidial (RIBEIRO et al.,
1994; REZENDE et al., 1996; RIBEIRO et al., 1996; ZERBINI et al., 1996;
BEZERRA et al., 1997; FARIA et al., 1997; BEZERRA et al., 1998; SANTOS et
al., 1998). Os trabalhos destes autores registram um aumento significativo na
ocorréncia de doengas causadas por geminivirus em tomateiro em seis estados
brasileiros.

O Tomato yellow vein streak virus (TYVSV), relatado no Estado de Sao
Paulo, foi transmitido por mosca-branca a partir de tomateiros para Datura
stramonium, Physalis sp., Nicotiana tabacum ‘Turkish’, Phaseolus vulgaris
‘Preto’, Sida micrantha, S. rhombifolia, Solanum tuberosum ‘Bintje’, ‘Achat’,
‘Monalisa’, ‘Spunta’, ‘Baraka’, ‘Atlantic’ e °‘Itararé¢’ (FARIA et al., 1997,
SOUZA-DIAS et al., 1996). Segundo SOUZA-DIAS et al. (1996), o TYVSV nao
¢ transmitido via extrato vegetal tamponado.

Em Minas Gerais, em 1996, registrou-se a ocorréncia de geminiviroses
em tomateiro nos municipios de Uberlandia e Igarapé, nas regides do Triangulo
Mineiro e o cinturdo verde de Belo Horizonte, respectivamente (REZENDE et

al., 1996; ZERBINI et al., 1996). As perdas causadas pela infeccdo com o

24



complexo de geminivirus de Uberlandia (provisoriamente denominado
TGV-Ubl) em cultivos protegidos de tomateiro podem atingir 90% da produgao
de frutos (FILGUEIRA et al., 1996). Os efeitos da infec¢do também sdo visiveis
na parte aérea da planta. Tomateiros inoculados com o complexo TGV-Ubl via
mosca-branca aos 20, 30, 40, 50 e 60 dias apds a germinacdo das plantas
apresentaram uma reducdo significativa no crescimento de folhas e do caule
(GONCALVES et al., 1997). A incidéncia da virose em Araguari, MG, durante o
plantio de verdo em 1996, avaliada com base na observagao de sintomas tipicos
de infeccdo por geminivirus (mas sem confirmacao via PCR ou outro método que
detecte o virus na planta) foi da ordem de 2,5 a 50% (PEIXOTO et al., 1996).

Trabalhando com amostras de tomateiro coletadas na regido do
Triangulo Mineiro, REZENDE et al. (1997) sugeriram, com base em analise do
polimorfismo conformacional de fita simples em tampao de baixa forga iOnica
(LIS-SSCP) do DNA de geminivirus amplificado a partir das amostras coletadas,
a existéncia de infeccdes mistas, com mais de uma variante de geminivirus
infectando a mesma planta. Esse tipo de andlise, entretanto, ndo ¢ capaz de
distinguir se essas variantes constituem espécies distintas ou estirpes de uma
mesma espécie.

A primeira parte deste trabalho teve como objetivo geral a caracterizagdo
biologica e molecular de geminivirus coletados em tomateiro na regido do
Tridngulo Mineiro, por meio dos seguintes objetivos especificos: (a) clonagem
do genoma de geminivirus associados ao tomateiro na regido do Tridngulo
Mineiro e determinacdo da seqiiéncia de nucleotideos dos clones obtidos;
(b) analise da organizacao do genoma e determinagao da relagdo filogenética dos
geminivirus clonados, entre si e com outros geminivirus descritos na literatura; e
(c) determinacdo da gama de hospedeiros do complexo viral TGV-Ubl e dos
geminivirus clonados, e comparacdo com outros geminivirus previamente

caracterizados no Brasil.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta, transmissiao e manutencio do complexo viral

Moscas-brancas coletadas em tomateiro (Lycopersicon esculentum)
cultivado em casa-de-vegetacdo no municipio de Uberlandia, e apresentando
sintomas tipicos de virose (REZENDE et al., 1996), foram transferidas para
plantulas de tomateiro ‘Angela Hipper’, em condigdes isoladas de outras fontes
de insetos. As plantas que receberam os insetos foram observadas quanto a
reprodu¢do dos sintomas da virose. As plantas que desenvolveram sintomas de
infeccdo viral e a colonia de moscas-brancas que se estabeleceu com as moscas
coletadas, provavelmente Bemisia tabaci biotipo B (FERNANDES et al., 1997),
foram utilizadas para manter o complexo de geminivirus em condi¢des isoladas,
em Uberlandia, MG, de abril de 1996 a janeiro de 1997. Em janeiro de 1997,
tomateiros novos foram submetidos a um periodo de acesso de inocula¢do por
moscas-brancas viruliferas de 3 a 4 dias. Em seguida, os insetos adultos foram
removidos mecanicamente e as plantulas transferidas para gaiolas em camara de
crescimento a 35°C na Universidade Federal de Vigosa.

A confirmagdo da infec¢do por geminivirus foi obtida por meio da
amplificacdo de fragmentos do genoma viral via PCR, utilizando os

oligonucleotideos PAL1v1978 e PAR1c496, especificos para o componente A, e
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PCRcl e PBL1v2040, especificos para o componente B (ROJAS et al., 1993).
Esses oligonucleotideos amplificam um fragmento com aproximadamente
1.400 nucleotideos para o componente A, compreendendo parte do gene REP,
toda a regido comum, e parte do gene CP, e de 500 nucleotideos para o
componente B, compreendendo parte do gene NS até o primeiro nucleotideo da
regido comum.

A reacdo de PCR foi preparada em um volume de 25 ul, contendo
Tris-HCI 10 mM, pH 8,3 , KCI 50 mM, MgCl, 3,5 mM ou 2,5 mM para os
componentes A ou B, respectivamente, dNTPs a 0,2 mM, 0,3-0,8 uM de cada
oligonucleotideo, 1 unidade de Tag DNA polimerase e 5 a 10 ul de DNA molde.
Para amplifica¢do do fragmento do componente A, a mistura foi incubada por um
periodo inicial de 1 minuto a 95°C, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por
1 minuto. Para amplificacdo do fragmento do componente B, a mistura foi
incubada inicialmente por 1 minuto a 95°C, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo
a 95°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por
1 minuto. As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador
MJ RESEARCH modelo PTC 100. Apos os ciclos, as reacdes foram submetidas
a um periodo adicional de polimeriza¢do por 5 minutos a 72°C. A amplificagio
foi confirmada por meio de eletroforese em gel de agarose (0,7 a 1,4%) corado
com brometo de etideo.

Uma vez confirmada a infec¢do por geminivirus, este complexo viral,
denominado TGV-Ubl (Tomato geminivirus - Uberlandia 1) foi preservado
in vitro e in vivo, e utilizado no desenvolvimento deste trabalho. Para
preservacao do complexo viral TGV-Ubl in vitro, folhas de plantas infectadas
apresentando sintomas foram colhidas, acondicionadas em sacos plasticos,
identificadas e armazenadas em ultracongelador (-80°C). Para a preservagao
in vivo do complexo viral, o dpice de plantas infectadas foi enxertado, pela
técnica de enxertia de topo, em plantulas da cultivar Santa Clara, com duas a trés

folhas definitivas. As plantas enxertadas foram mantidas em telado. As enxertias
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foram repetidas a cada quatro a seis meses para manuten¢do in vivo do complexo

viral durante todo o periodo de desenvolvimento deste trabalho.

2.2. Purificacdo bioldgica de geminivirus presentes no complexo viral
TGV-Ubl

Apices de plantas da cultivar Santa Clara infectadas com o TGV-Ubl
foram enxertados em plantas da cultivar Miller Early com 2 a 4 folhas
definitivas. As plantas enxertadas foram observadas quanto ao desenvolvimento
de sintomas. Paralelamente, as plantas foram analisadas quanto a amplificac¢do de
uma ou duas bandas de DNA viral via PCR utilizando oligonucleotideos
universais para begomovirus (item 2.1). As plantas a partir das quais se
amplificou apenas um fragmento de DNA foram selecionadas ¢ mantidas em
telado.

Alternativamente, plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas via
extrato vegetal tamponado (EVT) com o complexo viral TGV-Ubl e
apresentando sintomas de infec¢do viral foram analisadas via PCR, para selecao
de plantas a partir das quais se amplificou apenas um fragmento de DNA viral.
Essas plantas foram selecionadas, enxertadas em plantas de tomateiro sadias da
cultivar ‘Santa Clara’ e mantidas em telado até que desenvolvessem sintomas de
infeccao viral e fossem analisadas para amplificagdo de DNA viral via PCR. Os
tomateiros comprovadamente infectados foram identificados e mantidos em

telado.

2.3. Caracterizacio biologica do complexo viral TGV-Ubl

A caracterizacdo biologica consistiu em teste de gama de hospedeiros,
utilizando-se espécies de plantas de Solanaceae, Cucurbitaceae, Malvaceae,
Fabaceae, Chenopodiaceae e Amaranthaceae, incluindo Lycopersicon

esculentum ‘Santa Clara’, ‘Angela Hipper’, ‘Miller Early Pack’ e ‘Rutgers’,
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Capsicum annuum, Capsicum frutescens, Solanum gilo, Solanum melongena,
Solanum tuberosum, Nicandra physaloides, Datura stramonium, Nicotiana
tabacum ‘Xanthi’, ‘Havana 425°, ‘Sansum’, ‘White Burley’, ‘Turkish’ e ‘“TNN’,
Nicotiana benthamiana, Nicotiana glutinosa, Nicotiana rustica, Nicotiana
clevelandii, Solanum nigrum, Cucurbita pepo ‘Caserta’, Gossypium hirsutum
‘DeltaPine Acala 90°, Sida rhombifolia, Phaseolus vulgaris ‘Emgopa Ouro 201°,
‘Preto 153°, ‘Santana’ e ‘Carioca 80°, Chenopodium quinoa e Gomphrena
globosa.

As plantas foram inoculadas via enxertia e via EVT, a partir de folhas de
N. benthamiana com sintomas de infecgdo pelo TGV-Ubl, maceradas em
tampao de fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0 contendo sulfito de sodio a 0,1% (p/v).
Em cada ensaio a inoculagdo por EVT foi repetida 3 a 4 vezes, em dias
alternados.

Para a inoculagdo via EVT foram realizados quatro ensaios. O primeiro,
um ensaio preliminar, foi realizado em agosto de 1997 incluindo espécies de
Solanaceae e Fabaceae. Os outros trés ensaios foram realizados no segundo
semestre de 2000. Dois deles incluiram espécies de todas as familias testadas e o
outro incluiu quase exclusivamente espécies de Solanaceae. Em cada ensaio
foram inoculadas de 7 a 11 plantas de cada espécie/cultivar testada, além de duas
plantas controle, ndo inoculadas. A inoculagdo via enxertia incluiu a enxertia de
uma ou mais espécie/cultivar em cada teste realizado. Em cada teste a enxertia
foi realizada com 2 a 13 repetigdes por espécie/cultivar, e o teste repetido pelo
menos uma vez. Em ambos os ensaios (transmissdo via EVT ou enxertia) as
plantas foram mantidas em telado e observadas quanto ao surgimento de
sintomas até 30 a 45 dias ap6s a inoculagdo. A fim de confirmar os resultados
obtidos com a avaliacao visual, foi feita a extragdo do DNA de acordo com o
método de DELLAPORTA et al. (1983), a partir de discos foliares retirados de
folhas novas (ndo-inoculadas), de todas as plantas inoculadas ou de plantas
selecionadas. O DNA extraido foi utilizado para a amplificacdo de fragmentos

gendmicos virais via PCR.
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2.4. Caracterizacido molecular dos geminivirus presentes no complexo viral
TGV-Ubl

2.4.1. Clonagem de forma replicativa

A forma replicativa (RF) foi extraida de acordo com o método de
GILBERTSON et al. (1991) e armazenada a -20°C. Apds extragdo, foi
determinado o padrao enzimatico de restri¢do, a fim de identificar uma ou mais
enzimas que clivassem o DNA viral em um unico ponto, linearizando-o e
permitindo a sua clonagem no vetor. A clivagem do DNA viral foi realizada com
BamHI, Bglll, Clal, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Ncol, Notl, Pstl, Pvull, Smal, Ssf,
Xbal e Xhol. Como controle, foram utilizados RF nado-clivado e RF clivado pela
enzima Mung bean nuclease, que cliva apenas DNA de fita simples. Apds
clivagem, o DNA foi separado por meio de eletroforese em gel de agarose
(0,7%). O DNA foi transferido para membrana de nailon e hibridizado com as
sondas TGV-BZ-A-Xhol (DNA-A) e TGV-Ub1-B24-Xhol (DNA-B) (Quadro 1)
marcadas com [a’°P]-dCTP pela técnica de oligonucleotideos aleatorios
(SAMBROOK et al., 1989).

Apods a identificagdo das enzimas que linearizavam a RF, esta foi
extraida a partir de 2 gramas de foliolos congelados de tomateiro ‘Santa Clara’
infectado por enxertia com o TGV-Ubl, e clivada com as enzimas apropriadas a
37°C por 10 minutos a 2 horas. Imediatamente apos a clivagem, o produto da
acdo enzimatica foi separado em gel de agarose (0,7%) e a RF linearizada foi
purificada do gel utilizando-se o kit “Sephaglass Bandprep” (Pharmacia
Biotech), conforme as recomendacdes do fabricante. O plasmideo
pBLUESCRIPT II KS+ (pKS+, Stratagene Inc.) foi linearizado com a mesma
enzima e purificado por meio de adicdo de igual volume de fenol-cloroférmio
(1:1) e precipitacao com 1/20 vols. de acetato de sodio 0,3 M, pH 5,5 e 2,5 vols.
de etanol absoluto. Apods centrifugacdo e lavagem com etanol 70% (v/v), o DNA
foi seco ao ambiente e solubilizado em Tris-HCI 10 mM, pH 8,3. A RF
linearizada foi ligada ao sitio correspondente do plasmideo pKS+, de acordo com

técnicas padronizadas (SAMBROOK et al., 1989).
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Quadro 1 - Sondas utilizadas nos experimentos de hibridiza¢ao molecular

Regido do genoma  Condigdes de

Sonda viral reconhecida hibridizagao

Referéncia

TGV-BZ-A-Xho 1 DNA-A: rep, RCe cp 37°C/13 horas obtida por F.M. Zerbini

TGV-BZ-A-EcoR 1 DNA-A: rep, RC e cp 58°C/22 horas obtida por F.M. Zerbini

RFUDb49-total CDOI:InI;‘;ieAté)genoma gg"o(é//z%? 8 rrelllsin' este trabalho
Ub49 (A1+496)* DNA-A: rep 68°C/22 horas este trabalho
TGV-Ubl-B24-Xho1 DNA-B: mp 37°C/13 horas este trabalho
pTG1.4B DNA-B: ns e mp 58°C/22 horas HAMILTON et al., 1984

DNA-B: RC e regiao

. . 68°C/22 horas este trabalho
intergénica

Ub62 (Nco 1-Hind 111)

(*) oligonucleotideos Ub-A1-v (Quadro 2) e PAR1c496 (ROJAS et al., 1993).

Células competentes de E. coli foram transformados com os plasmideos
recombinantes pelo método do choque térmico. As colonias foram plaqueadas
em meio 2xYT (SAMBROOK et al., 1989) com ampicilina (100 mg/ml), IPTG e
X-Gal. Colonias recombinantes foram identificadas pela sua coloragdo branca,
transferidas para meio 2xYT liquido com ampicilina (10 mg/ml) e incubadas a
37°C durante 12 a 14 horas a 250 rpm. Os plasmideos isolados dessas culturas
(SAMBROOK et al., 1989) foram analisados por meio de eletroforese em gel de
agarose (0,7%) a fim de identificar aqueles que continham insertos de

aproximadamente 2,6 kpb.

2.4.2. Caracterizacao dos clones obtidos

Os clones gendmicos obtidos foram inicialmente caracterizados por meio

de hibridizacdo molecular, utilizando-se as sondas TGV-BZ-A-EcoR 1,
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Ub49 (A1+496), pTG1.4B e Ub62 (Nco 1-Hind 111) (Quadro 1), marcadas com
digoxigenina. A marcacao, hibridiza¢do e revelacdo foram realizadas com o kit
“DIG DNA Labeling and Detection” (Boehringer Mannheim), conforme as

recomendacodes do fabricante.

2.4.3. Seqiienciamento dos componentes gendomicos completos

Os componentes A ¢ B clonados foram seqilienciados completamente,
por meio da subclonagem de fragmentos a partir dos clones dos genomas
completos. A subclonagem foi realizada por meio da digestdo dos clones com
diferentes enzimas de restri¢cao, seguida de separacdo dos fragmentos virais em
gel de agarose (0,7%) e purificacdo dos fragmentos a partir do gel utilizando o kit
“Sephaglass Bandprep” (Pharmacia Biotech). Os fragmentos purificados foram
ligados ao vetor pKS+, previamente digerido com as mesmas enzimas e
purificado da mesma forma. Os plasmideos recombinantes foram transformados
em E. coli, conforme descrito no item 2.4.1.

As reagdes de seqiienciamento foram realizadas utilizando-se o kit
“BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Perkin Elmer) e
analisadas em seqlienciador automdatico ABI 310 (Applied Biosystems) do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agricultura (BIOAGRO) da Universidade
Federal de Vigosa, conforme as recomendagdes dos fabricantes. Em alguns
casos, oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados para completar o
seqiienciamento do genoma completo (Quadro 2).

As seqiiéncias obtidas a partir de subclones ou com os oligonucleotideos
especificos foram posicionadas ao longo do genoma viral por meio de
comparagdo com outros geminivirus ja caracterizados, utilizando-se o programa
BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990). As seqiiéncias que apresentavam
sobreposi¢do foram montadas utilizando-se o programa GCG (DEVEREUX et
al., 1984).
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Quadro 2 - Oligonucleotideos utilizados para o seqiienciamento dos genomas
virais completos

Oligonucleotideo Seqiiéncia Regido de anelamento
Ub-Al-v* 5-GGTAGTTATGGTAGCTC-3’ Posicdo 2.550 de pUb1-49-A
Ub-A2-v 5-GCGTGAATCCATGTCCTG-3"  Posigao 1.344 de pUb1-49-A
Ub-Bl-c 5-CCCATCAGAGGCGGGC-3’ Posicdo 1.544 de pUb1-81-B
Ub-B2-v 5'-CGAGGAATCAGGAGAAGA-3" Posicao 2.335 de pUb1-81-B
Ub-B3-v 5-TGTATGGATGCATCGCG-3’ Posicao 1.498 de pUb1-81-B
Ub-B4-c 5’-GCAGCTACCAATTGGTAG-3" Posigdo 2.480 de pUb1-81-B
Ub-B5-c 5-CTAACAGGGCGTTCTTGC-3"  Posigdo 1.108 de pUb1-81-B
Ub-B6-¢c 5-GAACACGGTCAATCTTG-3’ Posicdo 746 de pUb1-81-B

(*) v, sentido viral; ¢, sentido complementar.

2.4.4. Descricio dos subclones obtidos

O clone pUbl1-49 foi clivado com as enzimas de restricdo Clal, Kpnl e
Xhol, liberando-se fragmentos de 2.200, 1.400 e 1.100 nucleotideos (nt),
respectivamente. Os fragmentos complementares respectivos de 400, 1.200, e
1.500 nt, permaneceram ligados ao vetor (Figura 13). Cada um dos fragmentos
liberados foi separado por eletroforese, removido do gel de agarose, e clivado
com a enzima EcoRI. Os fragmentos flanqueados por sitios de Clal e EcoRI de
2.200 nt, Kpnl e EcoRI de 1.400 nt, e Xhol e EcoRI de 1.100 nt foram clonados
em vetor pKS+ previamente preparado com as mesmas enzimas, resultando nos
subclones pUbl-49-s16, pUbl-49-s04 e pUbl-49-s10, respectivamente. Os
fragmentos que permaneceram ligados ao vetor foram removidos do gel de

agarose e recircularizados, resultando nos subclones pUb1-49-s19, pUb1-49-s01,
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e pUb1-49-s07 contendo um inserto de 400 nt flanqueado por sitios de EcoRI e
Clal, 1.200 nt flanqueado por sitios de EcoRI e Kpnl, e 1.500 nt flanqueado por
sitios de EcoRI e Xhol, respectivamente.

O clone pUb1-62 foi clivado com as enzimas de restricdo Apal, HindlIll,
e Kpnl, liberando-se fragmentos de 700, 1.600 e 1.100 nt, respectivamente.
Fragmentos complementares de 1.900, 1.000 e 1.500 nt, respectivamente,
permaneceram ligados ao vetor (Figura 14). Cada um dos fragmentos liberados
foi separado por eletroforese, removido do gel de agarose, e clivado com a
enzima BamHI. Os fragmentos flanqueados por sitios de Apal e BamHI de
700 nt, Hindlll e BamHI de 1.600 nt, ¢ Kpnl e BamHI de 1.100 nt foram
clonados em vetor pKS+ previamente preparado com as mesmas enzimas,
resultando nos subclones pUbl-62-s28, pUbl-62-s24 e pUbl-62-s26,
respectivamente. Os fragmentos que permaneceram ligados ao vetor foram
removidos do gel de agarose e recircularizados, resultando nos subclones
pUbl1-62-s22, pUbl-62-s18, e pUbl-62-s20 contendo um inserto de 1.900 nt
flanqueado por sitios de BamHI e Apal, 1.000 nt flanqueado por sitios de
BamHI e Hindlll, e 1.500 nt flanqueado por sitios de BamHI e Kpnl,
respectivamente. Da clivagem com Ss#l fez-se a recircularizacdo de um
fragmento viral de 2.200 nt que permaneceu ligado ao vetor, eliminando-se um
fragmento complementar de 400 nt, originando o subclone pUbl-62-s16
(Figura 14). Posteriormente, o subclone pUbl1-62-s18 foi clivado com Ss#I. Da
clivagem de pUb1-62-s18 com Ss I eliminou-se o fragmento liberado de 400 nt e
fez-se a recircularizagdo com o fragmento viral de 600 nt, construindo-se o
subclone pUbl1-62-s30. Este ultimo subclone foi clivado com as enzimas
EcoRV/Ss1, ou Ncol/Hindlll. As extremidades ndo compativeis foram
preenchidas com nucleotideos utilizando a enzima Pfu Turbo DNA polimerase, e
o vetor foi religado com um fragmento de 360 e 570 nt para cada uma destas
combinacdes, originando os subclones pUbl-62-s31 e pUb1-62-s32,
respectivamente.

O clone pUb1-81 foi clivado com as enzimas de restricdo 4pal e Ncol.

Da clivagem com Apal liberou-se um fragmento de 2.000 nt, e um fragmento
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complementar de 600 nt permaneceu ligado ao vetor. O fragmento liberado foi
separado por eletroforese, removido do gel de agarose, e clivado com a enzima
Kpnl. O fragmento de 2.000 nt flanqueado por sitios de Apal e Kpnl foi clonado
em vetor pKS+ previamente preparado com as mesmas enzimas, resultando no
subclone pUbl1-81-s22. O fragmento que permaneceu ligado ao vetor foi
removido do gel de agarose e recircularizado, resultando no subclone
pUbl1-81-s25 contendo um inserto de 600 nt flanqueado por sitios de Kpnl e
Apal. Da clivagem com Ncol liberou-se um fragmento interno ao componente
viral de 900 nt que foi eliminado, e o vetor contendo o fragmento complementar
de 1.700 nt que permaneceu ligado foi recircularizado, resultando no subclone

pUbl1-81-s13 (Figura 15).

2.5. Analise filogenética

As seqiiéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidas para seus
possiveis genes foram comparadas com outros geminivirus cujas seqiiéncias
estdo disponiveis no GenBank (Quadro 3). Essa andlise comparativa de
seqiiéncias permitiu a constru¢do de arvores filogenéticas, utilizando-se o
programa “Clustal W 1.7”. As seqiiéncias de nucleotideos dos componentes A
desses virus foram alinhadas pelo método “Clustal” do programa “DNA Star”.
Utilizando esse mesmo programa, realizou-se o alinhamento das seqiiéncias de

aminoacidos codificadas pelas potenciais ORFs.

2.6. Obtencao de clones correspondentes a repeticdes parciais do genoma
viral

Para aumentar a eficiéncia de recombina¢ao do virus nos ensaios de
infectividade do genoma clonado, seus DNA completos foram clonados em

repeticdes parciais entre duas origens de replicacdo. O clone pUbl-49 foi
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Quadro 3 - Seqiiéncias de geminivirus utilizadas para a analise filogenética

N°de acesso

Género/Espécie Referéncia 1o GenBank
Mastrevirus
Maize streak virus (MSV) HOWELL (1984) X01089
Tobacco yellow dwarf virus (TYDV) MORRIS et al. (1992) M&1103
Curtovirus
Beet curly top virus (BCTV) STANLEY et al. (1986) X04144
Topocuvirus
Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV) BRIDDON et al. (1996) X84735
Begomovirus
o M88179*
Bean dwarf mosaic virus (BDMV) GILBERTSON et al. (1991) M88180"
. M88686"
Bean golden mosaic virus (BGMV-Br) GILBERTSON et al. (1991) b
M88687
Lo GILBERTSON et al. (1991) L01635"
Bean golden mosaic virus (BGMV-DR) FARIA et al. (1994) 101636
. M91604*
Bean golden mosaic virus ( BGMV-GA) FARIA et al. (1994) MO91605"
. X70418"
Pepper huasteco virus (PHV) TORRES-PACHECO et al. (1993) X70419"
. LAZAROWITZ ¢ LAZDINS M38183*
Squash leaf curl virus (SqQLCV) (1991) M38182"
Tomato golden mosaic virus (TGMV) HAMILTON et al. (1984) K02029b
K02030
Tomato mottle virus (ToMoV) ABOUZID et al. (1992) Il:}jjg(l)b
Sida golden mosaic virus (SiGMV) HOFER et al. (1997a) §gg§§(1)b
. . AF226665°
Chino del tomate virus (CdTV) BROWN e NELSON (1988) AF226666"
. AF101476°
Tomato leaf crumple virus (TLCV) JIANG et al (1998) AF101478°
Potato yellow mosaic virus (PYMV) CONTTS et al (1991) ggggj(l)b
Cowpea golden mosaic virus (CGMV) - AF188708%
Leonurus mosaic virus (LeMV) - U92532%
Lima bean golden mosaic virus (LBGMYV) - U92531%*
Macroptilium golden mosaic virus (MGMV) - AF098940*
Tomato yellow vein streak virus (TYVSV) - U79998*
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Quadro 3, Cont.

A - A N°de acesso
Género/Espécie Referéncia 1o GenBank
Begomovirus
Tomato vellow leaf curl virus (TYLCV-Sar) | KHEYR-POUR et al. (1991) X61153
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV-Si) | CRESPI et al. (1995) 728390
African cassava mosaic virus (ACMV) STANLEY e GAY (1983) i?)égz;b

(*) componente A.
(°) componente B.
() seqiiéncia parcial.
(-) ndo publicado.

linearizado com a enzima de restri¢do EcoRI. O produto da agdo enzimatica foi
separado por eletroforese em gel de agarose e o fragmento em torno de 2.600 nt
foi purificado a partir do gel. Simultaneamente o subclone pUb1-49-s16, com
inserto de aproximadamente 2.200 nt flanqueado por sitios de Cla I e EcoRlI, foi
clivado com a enzima de restricdo EcoRI e desfosforilado com 1 U de fosfatase
alcalina a 37°C por 30 minutos. O fragmento de 2.600 nt liberado de pUb1-49 foi
ligado ao subclone pUbl-49-s16 previamente linearizado com EcoRI e
desfosforilado, resultando no clone pUb1-G1, que contém 1,8 copias do genoma
viral de pUb1-49.

Para obten¢do de um clone correspondente a uma repetigdo parcial de
pUbl-81 foi utilizado o subclone pUbl-81-s24, que contém um inserto do
genoma viral de aproximadamente 2.000 nt, flanqueado por sitios de Apal e
Kpnl. O genoma viral completo foi liberado de pUb1-81 com Kpnl e clonado no
sitio de Kpnl de pUbl-81-s24 previamente digerido com a mesma enzima e
desfosforilado. O clone resultante contém 1,75 coépia do genoma viral e foi
denominado pUb1-G4.

Para obtencdo de um clone correspondente a uma repeticao parcial de

pUbl-62 foi utilizado o subclone pUbl-62-s18, que contém um inserto do
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genoma viral de aproximadamente 1.000 nt flanqueado por sitios de BamHI e
Hindlll. O genoma viral completo foi liberado de pUbl-62 com BamHI e
clonado no sitio de BamHI de pUb1-62-s18 previamente digerido com a mesma
enzima e desfosforilado. O clone resultante contém 1,4 cdpia do genoma viral e

foi denominado pUb1-G7.

2.7. Avaliac¢ao da infectividade dos clones

DNA plasmidial dos clones contendo repeti¢des parciais do genoma viral
foi isolado de acordo com procedimentos padrao (SAMBROOK et al., 1989), e a
concentracdo de cada um foi estimada por meio de eletroforese em gel de agarose
(0,7%). O clone pUb1-G1, DNA-A, foi combinado com o clone pUbI-G4 ou
com o clone pUb1-G7, ambos DNA-B. Aproximadamente 10 nug de cada clone
(DNA A + DNA B) foram inoculados em plantas de Nicotiana benthamiana e
Lycopersicon esculentum ‘Santa Clara’ pelo método de bombardeamento de
particulas. Os plasmideos recombinantes pTG1.3A e pTG1.4B, contendo os
componentes A ¢ B completos do TGMYV, respectivamente, foram utilizados
como controle positivo. Plantas ndo inoculadas e de mesma idade foram
utilizadas como controle negativo. Cada tratamento consistiu de seis repeti¢des.
Cada repeticdo em Nicotiana benthamiana foi composta de um vaso com 2 a
5 plantas, e em Lycopersicon esculentum cv. ‘Santa Clara’ foi composta de um
vaso com 2 plantas. A mistura de DNA plasmidial recombinante foi precipitada
em microparticulas de tungsténio na presenca de CaCl, 1 M, espermidina 13 mM
e etanol 70% (v/v), que foram depositadas em seis membranas carreadoras. Em
seguida as membranas recobertas com DNA foram colocadas no acelerador de
particulas, ¢ aceleradas a 1000 psi contra as plantas a serem testadas. Um dia
apds o bombardeamento, as plantas foram transplantadas para vasos, transferidas
para casa de vegetacdo e observadas quanto ao aparecimento de sintomas até
45 dias apos a inoculagdo. Para diagnose da infeccdo viral, amostras de folhas

das plantas de Nicotiana benthamiana com sintomas e de todas as repeticdes da
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cv. ‘Santa Clara’ (com ou sem sintomas) foram coletadas no 4pice da planta e/ou
no local da inoculagdo, aos 45 ¢ 32 dias apds a inoculagdo, respectivamente, ¢
analisadas via PCR. As amostras com infeccdo sistémica originada de clones
obtidos a partir do complexo viral TGV-Ubl foram também analisadas por
hibridizagdo molecular com as sondas Ub49 (A1+496) e RFUb49-total
(Quadro 1) preparadas e analisadas com o kit “DIG DNA Labeling and
Detection” (Boehring Mannheim) utilizando tampdo padrdo conforme
recomendacdes do fabricante, a fim de confirmar que a infecg¢do era causada pelo

virus clonado.

2.8. Caracterizacao biologica do TRMV

2.8.1. Transmissao via extrato vegetal tamponado

Folhas sintomaticas de Nicotiana benthamiana bombardeada com a
combinacdo pUb1-G1 + pUbl1-G4 e positivas para a amplificagdo de fragmento
de DNA de geminivirus via PCR foram utilizadas como fonte de indculo para
testar a transmissibilidade do TRMV via EVT (item 2.3). O primeiro teste
consistiu na inoculacio do TRMV via extrato de folhas de Nicotiana
benthamiana infectada com este virus em 8 plantas de Nicotiana benthamiana.
Como controle negativo foram utilizadas 4 plantas sadias desta indicadora. O
segundo teste constituiu na inoculagdo do TRMV e do complexo viral TGV-Ubl
em dez plantas de Nicotiana benthamiana para cada tratamento, e de 10 plantas
sadias como controle negativo. As plantas foram mantidas em telado e
observadas para o surgimento de sintomas durante um minimo de 30 dias apds a
inoculagdo. O in6culo foi preparado conforme descrito no item 2.3, com folhas
de N. benthamiana infectada com o TRMV e com o complexo TGV-Ubl. Para
confirmar a transmissdo do TRMV e do complexo viral TGV-Ubl, extraiu-se
DNA das plantas aos 27 e 20 dias apds a inoculagdo para o primeiro e segundo

teste de transmissdo, respectivamente, e verificou-se a amplificacio de
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fragmentos de DNA via PCR com os oligonucleotideos universais PAR1c496 e

PALI1v1978.

2.8.2. Gama de hospedeiros

Objetivando determinar a gama de hospedeiros do TRMYV, realizou-se a
hibridizagdo do DNA amplificado a partir das plantas indicadoras positivas para
a infeccdo com o complexo viral TGV-Ubl via extrato vegetal tamponado
(item 2.3) e por enxertia (item 2.1), utilizando-se a sonda RFUb49-total
(Quadro 1), marcada com digoxigenina, preparada e analisada com o kit “DIG
DNA Labeling and Detection” (Boehringer Mannheim), conforme as

recomendacdes do fabricante.

2.8.3. Inocula¢io em Solanum tuberosum e Datura stramonium por enxertia

Cinco plantas de Solanum tuberosum cv. ‘Bintje’ e seis de Datura
stramonium foram enxertadas com 4pices de tomateiro ‘Santa Clara’
bombardeado com a combina¢do pUbl-G1 + pUbl-G4. Apds a enxertia, as
plantas foram mantidas em telado e observadas quanto ao desenvolvimento de
sintomas durante 35 dias. Extraiu-se DNA das plantas testadas e de uma
testemunha assintomatica aos 27 dias apds a enxertia e submeteu-se a diagnose

via PCR, conforme descrito no item 2.1.

2.8.4. Deteccio de componentes genomicos do TRMV em hospedeiros
alternativos

Objetivando verificar a ocorréncia do TRMV em outros hospedeiros e
em plantas daninhas em condi¢des de campo, coletaram-se amostras de folhas de

feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) e de joa-de-capote (Nicandra physaloides)
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com sintomas semelhantes aos de infeccdo por geminivirus. As plantas foram
coletadas préximas a cultura de tomateiro na propriedade D (Capitulo 2,
Figura 44 e Quadro 21), em Araguari, MG. O DNA foi extraido das amostras
coletadas pelo método de DELLAPORTA et al. (1983). A deteccdo de
begomovirus foi realizada via PCR, conforme descrito no item 2.1. Os
fragmentos amplificados via PCR foram clonados e seqiienciados, a fim de

identificar o virus em questao.
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3. RESULTADOS

3.1. Purificacdo bioldgica dos geminivirus presentes no complexo viral
TGV-Ub1l

Dois tomateiros ‘Miller Early’ inoculadas com o complexo viral
TGV-Ubl por enxertia desenvolveram sintomas com diferentes graus de
severidade (Figura 2). Os isolados virais presentes nessas plantas foram
denominados TGV-Ubl-Enx-11 e TGV-Ubl-Enx-13. Ambos causaram
amarelecimento de nervuras, mosaico amarelo entre as nervuras secundarias,
deformacao foliar e epinastia, em principio semelhantes aos sintomas causados
pelo complexo viral TGV-Ubl. Entretanto, os sintomas causados por
TGV-Ubl-Enx-11 foram mais severos do que os causados por
TGV-Ubl-Enx-13. Além disso, os sintomas causados por cada um
separadamente foram menos severos do que os observados quando a infec¢do era
causada pelo TGV-UbI.

Em PCR com oligonucleotideos universais para o componente A de
begomovirus, observou-se a amplificacdo de um unico fragmento com
aproximadamente 1.200 nt para o componente A de cada isolado. Entretanto, o
fragmento correspondente ao isolado TGV-Ubl-Enx-11 era um pouco maior do

que o do isolado TGV-Ubl-Enx-13 (Figura 3). Este comportamento também foi
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Figura 2 - Sintomas, em tomateiro ‘Miller Early’, da infeccdo por geminivirus
purificados biologicamente por enxertia a partir de tomateiro
‘Santa Clara’ infectado com o complexo viral TGV-Ubl: (A) Planta
sadia a esquerda, isolado TGV-Ubl-Enx-11 ao centro e isolado
TGV-Ubl-Enx-13 a direita, (B) detalhes dos sintomas causados pelo
isolado TGV-Ub1-Enx-11, e (C) pelo isolado TGV-Ub1-Enx-13.
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Figura 3 - Amplifica¢do de fragmentos do genoma de geminivirus, via PCR, com
oligonucleotideos universais para begomovirus, a partir de plantas
inoculadas por enxertia ou extrato vegetal tamponado (EVT) com o
complexo viral TGV-Ubl ou com geminivirus purificados
biologicamente a partir de TGV-Ubl. A, fragmentos do DNA-A,
B, fragmentos do DNA-B; 5 a 7, gama de hospedeiros preliminar
inoculada por EVT, 8 a 11, enxertia de apice de tomateiro ‘Santa
Clara’ infectado com TGV-Ubl em ‘Miller Early’. (1) Nicotiana
benthamiana sadia, (2) tomateiro ‘Angela Hiper’ sadio, (3) tomateiro
‘Miller Early’ sadio, (4) Bemisia tabaci avirulifera, (5) Nicotiana
benthamiana inoculada com TGV-Ubl, (6) ‘Angela Hiper’ inoculado
com TGV-Ubl, (7) ‘Miller Early’ inoculado com TGV-Ubl,
(8) ‘Miller Early’ inoculado com TGV-Ubl-Enx-11, (9) ‘Miller Early’
inoculado com TGV-Ubl-Enx-12, (10) ‘Miller Early’ inoculado
com TGV-Ubl-Enx-13, (11) ‘Miller Early’ inoculado com
TGV-Ubl-Enx-14. Eletroforese em gel de agarose (1,2%).
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observado para a amplificacdo do fragmento correspondente ao componente B de
cada um desses isolados (Figura 3). Para o complexo viral TGV-Ubl,
amplificaram-se dois fragmentos de DNA para cada componente do genoma
viral. O tamanho dos fragmentos de DNA amplificados para os componentes A e
B dos isolados TGV-Ubl-Enx-11 e -Enx-13 corresponderam aos dos fragmentos
amplificados a partir do complexo original (TGV-Ubl).

As plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas com o complexo viral
TGV-Ubl também apresentaram sintomas com dois graus distintos de
severidade. Uma baixa porcentagem de plantas apresentou mosaico amarelo,
distor¢do foliar e reducdo do crescimento menos intensos do que a maioria das
plantas, que apresentaram sintomas severos de mosaico dourado, epinastia,
deformagao foliar e nanismo.

A andlise via PCR da infecc¢ao viral por begomovirus nestes dois grupos
de plantas revelou que as plantas com sintomas de maior severidade
apresentavam a amplificagdo de dois fragmentos de DNA com aproximadamente
1.200 nt para o componente A (Figura 3), mas com pequena diferenga de
tamanho entre eles. O tamanho destes fragmentos era semelhante ao daqueles
observados nas plantas de tomateiro ‘Miller Early’ inoculadas por enxertia (item
3.1). Com as plantas de N. benthamiana com sintomas menos severos foi
amplificado apenas um fragmento de DNA de menor tamanho, para ambos os
componentes do genoma viral.

O isolado viral presente em Nicotiana benthamiana com amplificacdo do
menor fragmento de DNA foi transferido para tomateiro ‘Santa Clara’ por
enxertia ¢ denominado TGV-Ubl-peq. O isolado TGV-Ubl-peq causou em
tomateiro ‘Santa Clara’ sintomas de amarelecimento de nervuras, mosaico
amarelo e deformacao foliar de menor severidade do que os sintomas induzidos

pelo complexo viral TGV-Ubl.
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3.2. Caracterizacio biologica do complexo viral TGV-Ubl
3.2.1. Gama de hospedeiros
3.2.1.1. Inoculacio via extrato vegetal tamponado (EVT)

Os resultados dos testes de gama de hospedeiros via inoculagdo por EVT
estdo apresentados nos Quadros 4 e 5. O Quadro 6 lista os sintomas observados
nas plantas infectadas pelo TGV-Ubl por meio deste método de inoculagdo. A
infeccdo foi confirmada via PCR com oligonucleotideos universais para o
componente A de begomovirus.

Apenas espécies pertencentes a familia Solanaceae foram infectadas pelo
TGV-Ubl apos inoculagdao via EVT. Os sintomas observados em cada espécie
foram pouco varidveis em cada experimento e cultivar avaliada. As variagdes
observadas ocorreram principalmente entre inoculagdes sucessivas e cultivares.
As cultivares de tomateiro ‘Santa Clara’ ¢ ‘Angela Hipper’ sempre apresentaram
sintomas mais severos € tipicos de mosaico dourado do que as cultivares ‘Miller
Early’ e ‘Rutgers’. Os sintomas de infec¢do por TGV-Ubl em MNicotiana
glutinosa foram tornando-se mais freqiientes e mais severos ao longo dos trés
experimentos de gama de hospedeiros. O oposto foi observado com Nicotiana
clevelandii. Nesta espécie os sintomas tornaram-se menos SEVeros € menos
freqiientes. Nicotiana benthamiana foi a espécie testada que apresentou um
comportamento mais variavel em um mesmo experimento, podendo-se observar
plantas com alta e baixa severidade de sintomas, embora predominando plantas
com maior severidade e sintomas mais semelhantes a mosaico dourado. Em
Nicandra physaloides, os sintomas de infec¢do por TGV-Ubl, apesar de terem
ocorrido em baixa freqiiéncia, foram muito severos (Figura 4). Em testes de PCR
com oligonucleotideos universais para o componente A de begomovirus, todas as
plantas com sintomas de infeccdo viral foram positivas para a presenca de
fragmentos com aproximadamente 1.200 nt (Figura 5). Nicotiana rustica e as

cultivares de Nicotiana tabacum testadas por este método de inoculacdo ndo
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Quadro 4 - Resultados do teste preliminar de gama de hospedeiros do complexo
viral TGV-Ubl, aos 31 dias apds a primeira inoculagdo via extrato
vegetal tamponado

Sintomas”

Espécies testadas Infeccao por
Controle (-) TGV-Ubl TGV-Ub1®

Lycopersicon esculentum Angela Hipper’ 0/2 5/10 +
Lycopersicon esculentum ‘Miller Early’ 0/2 4/10 +
Nicandra physaloides 0/2 1/10 +
Nicotiana benthamiana 0/2 10/10 +
N. clevelandii 0/2 5/10 +
N. glutinosa 0/2 1/10 +
N. tabacum ‘Havana 425’ 0/2 0/10 -
Phaseolus vulgaris ‘Carioca 80’ 0/2 0/10 -
Phaseolus vulgaris ‘Preto 153’ 0/2 0/10 -
Phaseolus vulgaris ‘Santana’ 0/2 0/12 -
Physalis floridana 0/2 0/9 -
Solanum nigrum 0/2 0/10 -

(a) nimero de plantas com sintomas/niimero de plantas testadas.

(b) +, positivo para amplificagdo de fragmento do genoma viral via PCR
utilizando oligonucleotideos universais para begomovirus; -, negativo para
amplificacdo via PCR.
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Quadro 5 - Resultados do teste de gama de hospedeiros do complexo viral TGV-Ubl, 35 dias ap6s a primeira inoculagdo via

extrato vegetal tamponado.

Sintomas” PCRb
Espécies testadas
Controle (-) TGV-Ubl Controle (-) TGV-Ubl

Rep.1 Rep.2 Rep.3 Total Rep.l1 Rep.2 Rep.3 Total % Rep.1 Rep.2 Rep.3 Total Rep.1 Rep.2 Rep.3 Total %
Chenopodium quinoa 0/2 * 0/2 0/4 0/7 * 0/10  0/17 0 * * 0/2 0/2 * * 0/6 0/6 0
Cucurbita pepo ‘Caserta’ 0/2 * 0/2 0/4 0/8 * 0/6 0/14 0 * * 0/2 0/2 * * 0/6 0/6 0
Gossipium hirsutum ‘DeltaPine Acala 90’ 0/2 * 0/2 0/4 0/8 * 0/8 0/16 0 * * 0/2 0/2 * * 0/8 0/8 0
Lycopersicon esculentum ‘Rutgers’ 0/2 0/1 0/2 0/5 1/8 0/6 0/8 1/22 4,5 0/1 * 0/2 0/3 1/1 * 0/8 1/9 11,1
L. esculentum ‘Santa Clara’ 0/2 * 0/2 0/4 0/8 * 0/8 0/16 0 0/2 * 0/2 0/4 * * 0/8 0/8 0
Nicotiana benthamiana 0/2 0/2 0/2 0/6 88  11/11  10/10 29/29 100,0 | 0/2 * 0/2 0/4 7/8 11/11  10/10  29/29  100,0
N. clevelandii 0/2 0/2 0/2 0/6 4/8 0/8 1/8 5/24 20,8 0/1 0/2 0/2 0/5 4/4 1/8 1/8 6/20 30,0
N. glutinosa 0/2 0/2 0/2 0/6 0/8 6/8 8/8 14/24 583 0/1 * 0/2 0/3 4/4 6/8 8/8 18/20 90,0
N. rustica 0/2 0/2 0/2 0/6 0/8 0/6 0/6 0/20 0 * 0/2 0/2 0/4 * 6/6 6/6  12/12  100,0
N. tabacum ‘Havana 425’ 0/2 0/2 0/2 0/6 0/8 0/6 0/6 0/20 0 * 0/2 0/2 0/4 * 0/6 1/6 1/12 8,3
N. tabacum ‘Sansum’ 0/2 0/2 0/2 0/6 0/8 0/6 0/6 0/20 0 * 0/2 0/2 0/4 * 1/6 1/6 2/12 16,7
N. tabacum ‘TNN’ 0/2 0/2 0/2 0/6 0/8 0/6 0/6 0/20 0 * 0/2 0/2 0/4 * 1/6 0/6 1/12 8,3
N. tabacum ‘Turkish’ 0/2 0/2 0/2 0/6 0/8 0/8 0/6 0/22 0 0/1 0/2 0/2 0/5 0/2 0/8 1/6 1/16 6,3




Quadro 5, Cont.

) Sintomas” PCR
Espécies testadas

Controle (-) TGV-Ubl Controle (-) TGV-Ubl

Rep.1 Rep.2 Rep.3 Total Rep.l Rep.2 Rep.3 Total % Rep.1 Rep.2 Rep.3 Total Rep.l1 Rep.2 Rep.3 Total %

N. tabacum ‘White Burley’ 0/2 0/2 0/2 0/6 0/8 0/9 0/5 0/22 0 0/1 0/2 0/2 0/5 0/2 1/9 2/5 3/16 18,8
N. tabacum ‘Xanthi’ 0/2 0/2 0/2 0/6 0/8 0/6 0/6 0/20 0 0/1 0/2 0/2 0/5 0/2 1/6 2/6 3/18 16,7
Phaseolus vulgaris ‘Emgopa Ouro 201’ 0/2 * 0/3 0/5 0/8 * 0/12 0/20 0 0/1 * 0/3 0/4 0/1 * 0/12 0/13 0
Physalis floridana 0/2 * 0/2 0/4 0/8 * 0/4 0/12 0 * * 0/2 0/2 * * 0/4 0/4 0
Sida rombifolia 0/2 0/2 0/2 0/6 0/11 0/7 0/4 0/22 0 * 0/2 0/2 0/4 * 0/7 0/4 0/11 0
Solanum nigrum 0/2 0/2 0/2 0/6 0/8 0/6 0/6 0/20 0 * 0/2 0/2 0/4 * 0/6 0/5 0/11 0

(a) nimero de plantas com sintomas/nimero de plantas inoculadas.

(b) nimero de plantas positivas para amplificagdo de fragmento do genoma viral via PCr utilizando oligonucleotideos universais
para begomovirus/niimero de plantas inoculadas.

(*) ndo testado.



Quadro 6 - Sintomas observados em plantas inoculadas com o complexo viral
TGV-Ubl via extrato vegetal tamponado. A infec¢do foi avaliada
visualmente até 31-35 dias apds a inoculagdo, e confirmada por PCR
utilizando oligonucleotideos universais para begomovirus (ROJAS

etal., 1993).
Espécies testadas Sintomas

Lycopersicon esculentum ‘ Angela Hipper’ am-n, df, ep, md, rc
L. esculentum ‘Miller Early’ am-n, df, ep, mos-a, rc
L. esculentum ‘Santa Clara’ am-n, df, ep, md, rc
L. esculentum ‘Rutgers’ am-n, df, ep, mos-a, rc
Nicandra physaloides df, ep, md
Nicotiana benthamiana am-n, df, ep, md, mos-a
N. clevelandii df, mos-a
N. glutinosa am-n, df, ep, mfa

N. rustica -
N. tabacum ‘Havana 425’ -
N. tabacum ‘Sansum’ -
N. tabacum ‘“TNN’ -
N. tabacum ‘Turkish’ -
N. tabacum ‘White Burley’ -

N. tabacum ‘Xanthi’ -

Sintomas: am-n = amarelecimento de nervuras; df = distor¢do foliar;
ep = epinastia; mfa = mancha foliar amarela; md = mosaico dourado;
mos = mosaico; mos-a = mosaico amarelo; rc = redugdo de crescimento;
(-) assintomatica no periodo e condi¢des avaliadas.
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Figura 4 - Sintomas da infec¢ao pelo complexo viral TGV-Ub1 apds inoculagdo
via extrato vegetal tamponado em (a) Nicotiana benthamiana,
(b) Nicandra physaloides, (c) Nicotiana glutinosa, ¢ (d) Nicotiana
clevelandii.
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Figura 5 - Diagnose da infeccdo pelo complexo viral TGV-Ubl nas espécies
inoculadas via extrato vegetal tamponado (EVT). PCR utilizando os
oligonucleotideos universais (A) PARIv496 e PALI1cl1978 e
(B) PCRcl e PBL1v2040 (ROJAS et al., 1993) e DNA extraido de
plantas inoculadas via EVT: ‘Rutgers’, tomateiro cv. Rutgers, ‘Ouro’,
feijoeiro cv. Emgopa Ouro 201, S, planta sadia. Os nimeros referem-
se as repeticdes de plantas inoculadas. (M) marcador (“1 kb DNA
ladder”); (A) gel de agarose a 0,7% e (B) gel de agarose a 1,4%.
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apresentaram sintomas de infec¢do viral, mas o PCR detectou uma baixa
freqiiéncia de infecgdes por TGV-Ubl nas cultivares de Nicotiana tabacum e
uma alta freqii€ncia em plantas de Nicotiana rustica. Os indices de infec¢ao por
TGV-Ubl nesta ultima espécie foram iguais aos observados em Nicotiana
benthamiana.

Por este método de inoculagdo, as espécies Physalis floridana, Solanum
nigrum, Chenopodium quinoa, Sida rombifolia, Phaseolus vulgaris ‘Emgopa
Ouro 201°, Cucurbita pepo ‘Caserta’ e Gossipium hirsutum ‘DeltaPine Acala 90’
ndo desenvolveram nenhum tipo de sintomas de infec¢do viral e ndo
apresentaram amplificagdo de DNA para o componente A de begomovirus via

PCR.

3.2.1.2. Inoculacio por enxertia

Os resultados dos testes de gama de hospedeiros via inoculacdo por
enxertia estdo apresentados no Quadro 7. A Figura 6 ilustra os sintomas
observados em tomateiro ‘Santa Clara’, Datura stramonium, Solanum tuberosum
e Nicotina tabacum ‘TNN’. O Quadro 8 apresenta os sintomas observados nas
plantas infectadas utilizando-se este método de inoculagdo. A infec¢dao foi
confirmada via PCR com oligonucleotideos universais para o componente A de
begomovirus.

De forma idéntica a inoculacdo via EVT, todas as espécies infectadas
pelo complexo viral TGV-Ubl apds inoculagdo por enxertia pertencem a
Solanaceae. Os sintomas observados em cada espécie foram pouco varidveis em
cada experimento e cultivar avaliada. As cultivares de tomateiro foram utilizadas
como controles para a transmissdo, mas destaca-se o fato de que os sintomas
observados em ‘Rutgers’ infectado por TGV-Ub1 por este método de inoculagdo
foram mais severos do que os sintomas apresentados quando a infec¢do ocorreu

via EVT. Todas as cultivares de Nicotiana tabacum inoculadas por enxertia
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Quadro 7 - Resultados do teste de gama de hospedeiros do complexo viral TGV-Ub1, aos 30 a 45 dias apds inoculagao
por enxertia

Sintomas® PCR®
Planta teste
Preliminar Rep. 1 Rep. 2 Preliminar Rep. 1 Rep. 2

Capsicum frutescens ‘Malagueta’ 0/3 * * 0/3 * *
C. annuum ‘Casca Dura Tkeda’ 0/5 * 0/2 0/5 * 0/2
Datura stramonium 11/11 * * 11 * *
Lycopersicon esculentum ‘Santa Clara’ 13/13 * 2/2 13/13 * 2/2
L. esculentum ‘Rutgers’ 8/8 1/1 2/2 8/8 1/1 2/2
Nicotiana rustica 0/3 0/2 0/2 1/3 172 0/2
N. tabacum ‘Havana 425’ 3/6 * ¥z 4/5 * 12
N. tabacum ‘Sansum’ Ya 172 ¥z 4/4 1/2 0/2
N. tabacum “TNN’ 3/6 12 Y 6/6 12 12
N. tabacum ‘Turkish’ * 2/2 2/2 * 2/2 2/2
N. tabacum ‘White Burley’ 4/4 2/2 Y2 4/4 2/2 2/2
N. tabacum ‘Xanthi’ 373 172 2/2 3/3 1/2 2/2
Physalis floridana 02 * 0/3 0/2 * 0/3
Solanum gilo ‘Verde Claro Comprido’ 0/2 * * 0/2 * *
S. melongena ‘Embu’ 0/3 * 02 0/3 * 0/2
S. nigrum * 0/3 0/2 * 0/3 0/2
S. tuberosum 3/3 * * 373 * *

(a) nimero de plantas com sintomas/ nimero de plantas inoculadas.

(b) nimero de plantas positivas para amplificacdo de fragmento do genoma viral via PCR utilizando oligonucleotideos
universais para begomovirus/nimero de plantas inoculadas.

(*) ndo testada.



Figura 6 - Sintomas de infec¢dao pelo complexo viral TGV-Ubl inoculado por
enxertia, em (a) Lycopersicon esculentum ‘Santa Clara’, (b) Datura
stramonium, (c) Solanum tuberosum, e (d) Nicotina tabacum ‘TNN’.
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Quadro 8 - Sintomas observados nas plantas inoculadas com o complexo viral
TGV-Ubl por enxertia. A infec¢do foi avaliada visualmente até
35-45 dias apos a enxertia, e confirmada via PCR utilizando
oligonucleotideos universais para begomovirus (ROJAS et al., 1993)

Espécies testadas

Sintomas

Datura stramonium

Lycopersicon esculentum ‘Santa Clara’
L. esculentum ‘Rutgers’

Nicotiana rustica

N. tabacum ‘Havana 425’

N. tabacum ‘Sansum’

df, ep, md, rc
am-n, df, ep, md, rc
am-n, df, ep, md, rc
df, mos, rc

df, mos-a, rc

df, mos

N. tabacum ‘TNN’

N. tabacum ‘Turkish’

df, mos-a, rc
df, mos

N. tabacum ‘White Burley’ df, mos-a, rc
N. tabacum ‘Xanthi’ df, mos

Solanum tuberosum df, mfa, rc

Sintomas: am-n = amarelecimento de nervuras, df = distor¢ao foliar;
ep = epinastia; mfa = mancha foliar amarela; md = mosaico dourado;
mos = mosaico; mos-a = mosaico amarelo; rc = redugao de crescimento.

desenvolveram sintomas de infec¢ao viral, embora os sintomas tenham sido em
geral pouco severos. Nesta espécie, os sintomas foram mais visiveis nas
cultivares ‘Havana 425°, “TNN’ (Figura 6) e ‘White Burley’, onde predominaram
mosaico amarelo, deformacdo foliar e reducdo do crescimento. Nas cultivares
‘Xanthi’ e ‘Turkish’, os sintomas predominantes foram mosaico e deformagao
foliar. Na batateira (Solanum tuberosum), a infec¢do por TGV-Ubl causou
sintomas severos de deformacao foliar, manchas foliares amarelas e reducdo de
crescimento (Figura 6). Em testes de PCR com oligonucleotideos universais para
o componente A de begomovirus, todas as plantas com sintomas de infecc¢ao

viral foram positivas para a presenga de fragmentos com aproximadamente
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1.200 nt. Entre as espécies que ndo desenvolveram sintomas, apenas uma planta
de Nicotina rustica foi positiva para a amplificagdo de DNA de begomovirus.

As espécies cultivadas Capsicum annuum ‘Casca Dura Ikeda’, Capsicum
frutescens ‘Malagueta’, Solanum gilo ‘Verde Claro Comprido’ e Solanum
melongena ‘Embu’ ndo desenvolveram sintomas de infeccdo por TGV-Ubl
quando enxertadas com tomateiro infectado, € ndo se detectou infecgdo
assintomdtica por meio dos testes moleculares utilizados neste trabalho. O
mesmo foi observado para as espécies de plantas daninhas Physalis floridana,

Solanum nigrum e Sida rombifolia.

3.3. Caracterizacio molecular do complexo viral TGV-Ubl

3.3.1. Clonagem de forma replicativa e seqilenciamento parcial dos clones
obtidos

A selegdo de clones com inserto de tamanho aproximado ao da forma
replicativa viral (2.600 nt) resultou em 87 clones candidatos para os componentes
A e B presentes no complexo viral TGV-Ubl. Foram obtidos clones com inserto
de DNA de tamanho aproximado ao das formas replicativas de geminivirus para
todos os sitios de clonagem utilizados: 34, 6, 16, 6, ¢ 24 clones utilizando-se os
sitios de BamH I, EcoR 1, Kpn1, Sst1, e Xho I, respectivamente. O Quadro 9
identifica os clones obtidos. A Figura 7 apresenta o padrdo eletroforético da
clivagem do plasmideo pUbl-49 com a enzima EcoR I, indicando que ele
continha um inserto de aproximadamente 2.600 nt.

Utilizando oligonucleotideos posicionados proximos ao sitio multiplo de
clonagem do vetor pKS+ e direcionado para o DNA inserido no vetor, foi
determinada a seqiiéncia de nucleotideos de pelo menos uma das extremidades
do inserto de DNA dos plasmideos recombinantes pUb1-04, pUb1-21, pUb1-25,
pUbl-38, pUbl-49, pUbl-50, pUDbI-55, pUbI-59, pUbl-62, pUbI-72, e

pUbI-81. A comparacdo das seqiiéncias obtidas com as seqiiéncias de
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Quadro 9 - Clones com inserto de DNA de tamanho aproximado ao das formas
replicativas de geminivirus presentes no complexo viral TGV-Ubl

cls(;gggi; Codigo dos clones
pUbl-25, pUbl-26, pUbl-27, pUbI-28, pUbLI-29, pUbLI-30,
pUbl-31, pUbl-32, pUbl-33, pUbI-34, pUbLI-35, pUbI-36,

BamH I pUbl-37, pUbl-38, pUbl-39, pUbl-40, pUbI-41, pUbI1-42,
pUbl-43, pUbl-44, pUbl-45, pUbl-46, pUbl-47, pUbI-48,
pUbl-60, pUbl-61, pUbl-62, pUbl-63, pUbl-64, pUbI-65,
pUbl1-66, pUbl-67, pUb1-68, pUb1-69

EcoR 1 pUbl-49, pUbl-50, pUbI1-51, pUbI-52, pUbI-53, pUbI-54,

pUb1-70

pUbl1-58, pUbI-59, pUbI-74, pUbI-75, pUbl-76, pUbI1-77,
Kpn1 pUbl-78, pUbl-79, pUb1-80, pUbI-81, pUbLI-82, pUDbLI-83,
pUbl1-84, pUbl-85, pUb1-86, pUb1-87

Sst 1 pUbl-55, pUbl-56, pUbl-57, pUbl-71, pUb1-72, pUb1-73

pUbl-01, pUbl-02, pUbL-03, pUbl-04, pUbl-05, pUbI-06,
pUbl-07, pUbl-08, pUbl-09, pUbl-11, pUbl-12, pUbl-13,
pUbl-14, pUbl-15, pUbl-16, pUbl-17, pUbl-18, pUbI-19,
pUb1-20, pUb1-21, pUb1-22, pUb1-23, pUb1-24

Xho 1

nucleotideos de geminivirus depositadas no GenBank, utilizando o programa
BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990) indicou que todos os clones apresentavam
homologia significativa com o genoma de geminivirus, exceto os plasmideos
recombinantes pUb1-38 e pUbl-50, que apresentavam homologia significativa
com seqiiéncias de nucleotideos de DNA mitocondrial (dados ndo apresentados).
Dentre os plasmideos analisados, os clones pUbl-04, pUbl-21, pUbl-49,
pUbl-55, e pUbl-72 apresentaram maior homologia com o componente A de

begomovirus, e os clones pUbl1-25, pUbI-59, pUbl-62, e pUb1-81 foram mais
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Figura 7 - Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) dos plasmideos
recombinantes clivados com EcoR1 e Sstl: (1) e (10) pKS+
linearizado; (2) pUb1-49, (3) pUbl-50, (4) pUbl-51, (5) pUbl-52,
(6) pUDbI-53, (7) pUbIL-55, (8) pUbLI-56, e (9) pUDbI-57,
(M) marcador (“1 kb DNA ladder™).

homologos ao componente B. Assim, os clones pUbl-49 e pUbl-81 foram
selecionados ao acaso para subclonagem e prosseguimento dos trabalhos de
obtencdo da seqliéncia de nucleotideos completa do genoma viral. A comparacao
da seqiiéncia parcial de pUb1-62 com a seqiiéncia de pUb1-81 revelou tratar-se
de dois componentes B distintos. Assim, o clone pUbl-62 foi também
selecionado para seqiienciamento e a obtengdo da seqiiéncia de nucleotideos

completa deste plasmideo recombinante.

3.3.2. Seqiienciamento dos componentes gendmicos completos

Os componentes virais clonados nos plasmideos recombinantes
pUb1-49, pUb1-62 e pUbl1-81 foram subclonados em fragmentos menores, a fim
de facilitar o seqiienciamento do genoma viral (Figuras 8, 9 e 10). Uma vez que
as regides internas dos subclones ndo foram seqiienciadas totalmente ao se

utilizarem os oligonucleotideos MI3F e MI13R, o seqiienciamento foi
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Figura 8 - Estratégia de seqiienciamento do inserto viral em pUb1-49. As setas
bidirecionais indicam os subclones, com seus nomes na lateral e os
respectivos tamanhos acima. As setas unidirecionais indicam a
direcdo do seqiienciamento, e as setas com seus respectivos nomes
acima posicionam os oligonucleotideos sintetizados para completar o
seqlienciamento.

completado utilizando-se oligonucleotideos sintetizados a partir das seqiiéncias
parciais obtidas. A seqiiéncia completa do componente viral de pUbl-49 ¢
apresentada na Figura 11. A seqiiéncia completa do clone pUb1-62 ¢ apresentada
na Figura 12, e a sequéncia completa do clone pUbI-81 ¢ apresentada na
Figura 13.

Os resultados da andlise comparativa das seqliéncias completas dos
componentes virais clonados em pUbl-49, pUbl-62 e pUbl-81 com as
seqiiéncias de outros geminivirus estdo apresentados no Quadro 10. As provaveis
regides comuns (RC) dos clones pUbl-49, pUbl-62 e pUbI-81 foram
identificadas por meio de analise comparativa com RCs de geminivirus
previamente caracterizados (Figura 14). Por meio dessa andlise foi possivel

identificar elementos cis conservados que contribuem para o reconhecimento da
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Figura 9 - Estratégia de seqiienciamento do inserto viral em pUbl-62. As setas
bidirecionais indicam os subclones, com seus nomes na lateral e os
respectivos tamanhos acima. As setas unidirecionais indicam a
direcdo do seqlienciamento.
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Figura 10 - Estratégia de seqiienciamento do inserto viral em pUb1-81. As setas
bidirecionais indicam os subclones, com seus nomes na lateral e os
respectivos tamanhos acima. As setas unidirecionais indicam a
direcdo do seqiienciamento, e as setas com seus respectivos nomes
acima posicionam os oligonucleotideos sintetizados para completar o
seqilienciamento.

origem de replicacdo de geminivirus. Particularmente relevante ¢ a presenca da
seqiiéncia conservada 5’-TAATATTAC-3’, que corresponde a al¢a da estrutura
em grampo, cujas seqiiéncias inversas de pareamento estdo destacadas como
“stem” na Figura 14. Essa seqiliéncia corresponde ao sitio de clivagem da
proteina REP, funcdo essencial para o inicio de replicagdo do virus, e estad
destacada em negrito nas Figuras 11, 12 e 13.

A analise das seqiiéncias dos componentes genOmicos clonados em
pUbl-49, pUbl-62 e pUbl-81 evidenciou que a organizagdo genética desses
componentes ¢ semelhante a organiza¢do dos componentes A (pUb1-49) ¢ B
(pUb1-62 e pUbl-81) de begomovirus (Figura 15). Foram identificadas 5 ORFs
no componente A de pUb1-49 e 2 ORFs em pUb1-62 e pUb1-81. Os Quadros 11
e 12 listam a posicdo das ORFs nos componentes virais clonados. Com base na
comparacdo das seqiiéncias de suas regides comuns, concluiu-se que o0s

componentes A e B clonados em pUbl-49 e pUbl-81, respectivamente,
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ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTATAAGGCCCATTTAGCATCGGGCCTCTGTTGGGGGCCTCTCA
CCTTTAATTTTATTGAAAATAATTTTGGCCCAATCATGATGCATTTGACGAGCTAAGATATTTA
GAACTACTTAACGCCCAAGTTGCATAACGGCTATAAATTAAACGTGCATATGTCGTTAACTTTA
ATTCAAAATGCCTAAGCGCGATGCCCCATGGCGCCACATGGCTAGTACATCTAAGATTAGCCGG
GGCGTTAATAATTCTCCACGTGCAGGAGTTGGGCCACGGTCCAACAAGGCCACTGACTGGGTAA
ACAGGCCCATGTACAGGAAGCCCAAGATATATCGGATGTATAGAACCCCCGATGTTCCAAGGGG
TTGTGAAGGCCCATGTAAAGTCCAGTCGTTTGAACAGCGTCACGATATCTCCCATACTGGTAAG
GTGATGTGCGTCTCCGATGTGACACGTGGTAACGGTATTACACACCGTGTGGGTAAGCGTTTCT
GTGTTAAGTCTGTGTATATTCTGGGTAAGATATGGATGGATGAGAACATCAAGTTGAAGAACCA
CACGAACAGTGCCATGTTCTGGTTGGTCAGGGACCGTAGACCGTATGGTACCCCTATGGACTTT
GGCCAGGTGTTTAACATGTTCGACAACGAGCCTAGCACCGCCACTGTGAAAAACGATCTCCGTG
ATCGTTTTCAAGTCATGCATAAGTTCTATGCTAAGGTCACAGGTGGACAATACGCAAGCAACGA
GCAGGCGCTTGTCAAGCGGTTCTGGAAGGTCAACAATCATGTCGTCTACAACCATCAAGAAGCT
GGAAAATACGAGAATCATACGGAGAACGCCCTATTATTGTATATGGCATGTACTCATGCCTCAA
ACCCCGTGTACGCAACTTTAAAAATTCGGATCTATTTTTATGATTCGATAACAAATTAATAAAT
TTTGACTTTTATTGAATGATTCTCGAGTACAGCATTTACATATTGTCTGTCTGTTGCGAAGCGA
ACAGCTCTAATTACATTATTAACTGAAATAACGCCTAGCTGATCTATGTACAACATAAGTAAAT
ATTTAAATCTATTTAAATATGTCATCCCAGAAGCTCTCAGGGATGTCGTCCAGATTTGGAAGTT
GAGATAAGCCTTGTGGAGACCCAGTACTCTCCTCAGGTTGTGGTTGAACCGTATTTGGACGTGG
TAGACTCTGGTCCTCGTGTATAGTATGTCCTCGACGTTGTACATCTTGAAATAAAGGGGATTTG
ATATTTCCCAAGTATACACGCCATTCTCTGCCTGATGTGCAGTGATGAGTTCCCCTGTGCGTGA
ATCCATGTCCTGCGCAATCTATGTGTACGAAAATGGAGCAGCCGCACTGTAAATCAATTCGTCT
TCTTCGTATAGCTCTCCTCTTAGCAGCCCGATGTTGAACTTTGATAGAGGGGGGAGTTGAGGAA
GATGAATTGTGCATTGTGCTTTGTCCAACTACTTAATGCTGAGTTCTCTTCTTTGTCGAGGAAA
CATTTATAGCTGGCCCCCTCGCCAGGATTGCAAAGCACGATGCATGGGATACCACCTTTAATTT
GAACTGGCTTTCCGTATTTACAGTTTGATTGCCAATCCCTTTGGGCCCCAATCAATTCTTTCCA
GTGCTTTAACTTTAGATAGTGCGGTGCGATGTCATCGATGACGTTATATTCAACATGATTTGAA
TAAACCCTAGGATTGAAATCGAGGTGACCACTCAAATAATTATGGGCCCCTAATGCACGTGCCC
ACATCGTCTTTCCCGTTCGAGAATCACCTTCAATGATGATACTAATAGGTCGTTCCGGCCGCGL
AGCGGCACCTCTCCCAAAATAGTCATCTGCCCAATCTTGCATCTCTCTCGGTACGTTAGTGAAA
GAGGAGAGGGGAAACGTAGGGGCCCATGGCTCCGGAGCCCTTGCAAATATCCTATCTAAATTAC
TATTTAGATTGTGAAACTGAAATAAGAACTTTTCCGGCATCTTCTCCCGGATTATCTGCAAGGC
GATGTCTTTGGAAGGTGCGTTCAAGGCTTCTGCGGCAGCGTCGTTAGCTGTCTGGCAACCGCCT
CTAGCACTTCTGCCGTCGATTTGGAATTCCCCCCATTCGATAGTATCTCCGTCCTTGTCGACAT
AGGACTTGACGTCGGACGATGATTTAGCTCTCTGAATGTTCGGATGGAAATGTGTTGACCTTGT
TGGGGAGACCAGGTCGAAGAATCGTTGATTTTGGCAGCAGTAGTTGCCTTCGAATTGAAGAAGC
ACATGGAGATGAGGCTCCCCATTTTCATGGAGCTCTCTGCAAACTTTGATGAACTTCTTATTTG
TAGGAGTGTTTAGGTTTTTCAATTGGGAAAGTGCTTCTTCTTTCGATATTGAGCATTTGGGATA
TGTTAGGAAATAATTCTTGGCTTTTATTTGAAAGCGCCTTGTAGCTGATGGCATATTTGTAAAT
ATGACCCTTACTACCAATTGGTAGCTGCTCTAAAACTCATATGAATTGGTAGTTATGGTAGCTC
TTATATACTAGAAGTTCCTTTAAGGAGATTGCTACACGTGGCCGGCCATCCGATATAATATT

Figura 11 - Seqiiéncia completa de nucleotideos do componente A clonado em
pUb1-49. A posicdo +1 esta localizada no nonanucleotideo que
contétm a origem de replicacdo da fita viral. Esta seqiiéncia foi
depositada no GenBank com o nimero de acesso AF291705.
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ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTTTTTGGTGGACCCATCTTGAAATTGATTGAGCGCATTTTTGA
CGTCCGCGAATTGAGTTGAGCGCAATATTTCAGTTCCGTCAATATAGTTAGTGGACTAACTTTA
ATTTGAAATAAAGTATATCTTTTTGTGTAACCAATCAGTATGCGGCTATAGAGTCTAAGTTATG
TATTACATTGATGTGATTTCAAATTCGTATAATAATGTCGAGTACCACTACTTTAGCTGATATT
TTCAATATTTATGTCATTGTCAAGATGTACGGTATTCATGACGTGGACCAATTAATTGTTCGCC
ATGGAGTCTAATTAACTAATATATGAAATGATGATTTTTAATATAAATTCCATAGATATTGTGA
TAGATATGATATCGCATCATGTCTCCTACTCGGTATAGACGTGGTTGGGCGTCTACTCAACGAC
TAGGTTATTCACGTCAATATTTGTTCAAACGTCCTTATTATTGTAAACGTTCTGATGGGAAATA
CCGATCGGGTAACTCTAATCAGGTCAATGAGGATAATAAGTTGTCGCAACAGCGTATACATGAG
AACCAGTTTGGTCCAGAATTTGTAATGGGTCATAATACAGCAGTATCGACCTTTATCACTTTTC
CTAGTTTATCTAAAACTGAACCGGGCAGATCCAGGGCATATATTAAGTTGAAACGTTTACGTTT
CAAAGGTACTGTCAAGATTGAGCGTGTTCATGCTGATGTGACTATGGATGGTATAATACCAAAG
ATTGAAGGCGTATTTTCAGTGGTTGTCGTTGTTGATCGTAAACCCCATTTGAGTTCATCTGGAT
GTCTGCATACATTTGACGAGCTCTTTGGTGCACGGATCCACAGTCATGGCAATTTGGCTATCAC
TCCATCTTTGAAAGATCGTTTTTATATACGTCACGTTTGGAAGAAAGTAATATCTGTTGAGAAG
GATAGTATGATGGTTGATCTTGAAGGAAAGACATCATTGTCTAATAAACGTTTTAATTGTTGGT
CTGCTTTTAAGGATCTTGATCGTGATTCATGTAATGGTGTTTATGCGAATATAAGCAAGAACGC
CCTTTTAGTTTATTACTGTTGGATGTCGGATGCGATGTCTACGGCGTCCTCATTTGTATCGTTC
GATCTTGATTATGTTGGTTAACTATTAAAATATTAATGTATTTATATTTACATGAGAAAATAAT
TTATTTAAGAAAACGTAATCACATAATATAATTATATTTACTGAAACTTCGGCTGCGCAGCTGC
ATGCAAAAAAAAATATTGGCAACTTGATATTTATTTCAATGATTTGGGCTGTGGAGGAATACAG
TTAGTTTTAATACATTCTTGTACTGTTGACCTAACAAGATCGTTTAATTGGGCCATTGACAGTG
TGATGTTGGATTGCGTCCTTTGGGCCCCAATCATTGAAGCCGAATCACCTGGATCTAATATGGC
AGTACCTAACCTATTTAGATCTTTGTATGGATGTAACGCCTCCCCTAGGTCTGATTGGGCTTCT
ATTTGGGCCGTCTCTATTGTACTCCTTGTGGCCCATGACTCTCCTGGATTTAGTTCTATTGGGC
CATGAAGCCCAAATCTTGAAGTTGATGCCGATCTTATCAATTTTCTCTCCCACTTTCCATAACC
TACATGAGAGAAGTCAATGTCATTGACGGTAAATTGTTTGGACATTATTTTCACTGTGGGTGCC
CTGAAAGGTATATCAACGGAATGTTTTGCCGTTGATAGCTTCAATTTTCCTTTGAATTTTGCGA
AGTGCGTCATCTGATGAACGTTCGAGTCAGAAACCTTATAATATAGCTTCCATGGAATTGGGTC
TTTGAGTGAGAAGAATGATGATGAGAAATAGTGGAGATCTATGTTGCATCTGATTGGAAAAGTC
CATGACGCTTGTAAGGATTCATTTTCAGTCATCCTTTTGTCATGAATCTCCACAATTACTGATC
CTGTTGCGTTGATTGGTACCTGTTGTCTATATTCTATGACGCAATGATCAATCTTCATACAGCT
TCGATTTAGTCTTGCACTTAATTGAGTTGCTTTTGATGGAAATTGCAATATGATTTCGGTAAGG
TCATGAGATAGTTGATATTCATCACGCCGAGATTCTATATAATTAAAGGCGTTGGGTGGGCAAA
CTACTTGAGAGTCCATATGTATTACAAGATTGAATAAGTGGAGAGAATAAGTTAGAATAAGTTA
AGGAAATTGTAGTAGTGATAGATAAGATGAGTGAATGGCTGTGATATTATAAAGAATTGTCGAT
TCTTATATAGACGCTTTTCTGGGTATGGATAACTTGGCTAAATAATAATGAGTATAATTACTAA
TTAAGCTTATAAAATTTACAGTGAAACGCTTTGGTTGTGGTATTTATGTAAATAAGGAGATGAG
ACCCGATAGCTCTCCTTCAAACTTGGCGAAATGAATTGGGGAATGGGTCTCAATATATAGTAGA
GACCATTATAGAATATAATTGCCACGTGGCGGCCATCCGCTATAATATT

Figura 12 - Seqiiéncia completa de nucleotideos do componente B clonado em
pUbl-62. A posicdo +1 estd localizada no nonanucleotideo que
contém a origem de replicagdo da fita viral.
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ACCGGATGGCCGCCCGATTTTTCTTATCTGCTACGTGGCGAAATCGTGTACGTTGCCTCGCGCT
TTCCATTTTAATTGAGCGCTTTTTTGAAGTCCGCGAAATGAGTTAATTGTCTTTTTGAAATCCG
CTGTTTATGAATCACCTTTAATTTGAATTAAAGGTTGGATAGTTCGTATTGATCAATCATTTCG
CTGGTTTATTTCCTGTCGTGGTGTAATTACAACCGTTCGTTAAAAATATAAGAAATTTACGACG
TGGACTGTCTAAATTTCATCTACATAGTTAATTTGACAAATGAATGCATATTTAAACTCTGCTT
TCGTGTGGGTTTACACCACGTCTATACATATTGTCCAGGTTATTTTGTCTAAGTATAATTTATA
TTTTGTCTTATCTTATTATCTGAACATGTATCCCATTAAGTATAGACGTGGAATGTTGTTTAAT
CATCGACGAGGTTACTCATCTAATCCCGTGTTTAAGCGTTTACACGGAGCGAAACGAAGTGATT
TCAAGCGTCGTTCGAGTAATCAGATTAAGAGCATGGATGAGACTAAAATGTCTGTTCAGCGGAT
TCATGAGAACCAGTTTGGCCCTGAATTTGTAATTGGCCACAATTCTGCCATATCCACATTCATT
ACATTCCCTACTCTTTGTAAGACTGTCCCGAACCGTTGTAGGTCATACATAAAGTTAAGACGAC
TACGTTTTAAAGGAACAATCAAGATTGACCGTGTTCATGCTGAGGTGAATATGGACGGTACAAG
TCCAATGATTGAAGGAGTCTTCTCTCTGGTTGTAGTCGTTGATCGCAAACCTCATTTGGGCTCA
TCTGGAACTCTGCATTCTTTTGATGAGATATTTGGTGCAAGGATTCATAGCCATGGTAACCTGG
CAATAGTATCATCTCTGAAAGAGCGTTTTTACATACGTCACGTTTGGAAGAAAGTAATATCTGT
TGAGAAGGATACAACCATGGTTGATGTTGAAGGAAGTACTATTTTATCTAACAGGCGTTTTAAT
TGTGGTCATCCCTTTAAGGATATTGACCGTGAATCATGTAATGGTGTTTATGCAAACATAAGCA
AGAACGCCCTGTTAGTTTATTACTGTTGGATGTCTGATAATGTGTCTAAGGCATCGACATTTGT
ATCATTTGATCTTGATTATGTTGGTTAAATAGTAAGTGTAATACGTGATTAGTAATAATGTTTA
ACTCGCTTTAATAATAAATACAAGTACTTGTTCAGTAATAATGTTCAACTCGCATTAATAACAA
AAAAAATGTGTATAATAATATAGAATTTATTTTAAAGATTTTGGCTGTGAAGGAGTACAGTTGC
TGTTTATACATTCATGGGCCGCTGCTTTAACAAGTTCGTTTAATTGGGCCATTGACAGTGTTAT
GTTCGATTGGGCCCTTTGAGCACCAATTACGGACGCAGAATCACCTGGGTCTAATGTGCCTGTA
CCCAGTCTATGTAATTGTCTGTATGGATGCATCGCGTTCTCTATATCTGAGCCCGCCTCTGATG
GGCTTAAGCCTACAGTACTTCTAACAGCCCATGACTCTCCGGGCATTATTTCAAGTGGGTTGTG
AAGGCCCAATCTTGATATTGAGGCGGATCTGATCATCTTCCTTTCCCATTTGCCATAGCCTACG
TGACTGAAATCAATGTCCTTATCTGTAAATTGTTTTGAAAGGATCTTCACCGTTGGGGCACGGA
AAGGTATATCAACCGAATGTTTAGCCGTCGAGAGTTTCAGTCTCCCTTTGAATTTAGCGAAGTG
GGTACTCTGGTGAACGTTCGTGTCACATACTCTGTAGTACAATTTCCATGGAATTGGGTCCTTA
AGGGAGAAGAACGACGACGAAAAGTAGTGAAGATCTATGTTACATCTGATAGGAAAGGTCCACG
ACGCCTGTAGTGATTCATTTTCCGTCATTCTTCTGTCATGAATCTCCACTATAACTGAACCTAC
GGCGTTAATTGGTACCTGTTGTCTGTATTCTATTACGCAATGGTCGATTTTCATACAGCTACGA
CTAAGCCTTGCGCTTAATTGAGACGCCGTTGAAGGGAATTGAAGCATAATCTCGGTTAGATCAT
GGGAAAGCTGATATTCATCACGCTTAGATTCTATATAATTAAATGCGTTGGGAGGATTTACAAG
CTGAGATTCCATTATTGAAAATAGGGAGCGCAGCGACAATGTTTGAGGAAAGTTAATAAGGGAA
GATGATAATATTTTCGTCAACTGAATATATGACAAGAAAATTGTCTGTTGATCCAATTGGTAAA
TTGGAGATGATAATAACTAAAAAACGAGGAATCAGGAGAAGACGAATTGAGAGGAGATATTGTC
TATTTTAGGTGTAATTGATAAATACCCCTCTATTTGCTCTTTAAATAGAATTTTTAAGGCAATG
GCATATTTGTAAATATGACCCTTACTACCAATTGGTAGCTGCTCTAAAACTCATATGAATTGGT
AGTAATGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTTCCTTTAAGGAGATTGCTACACGTGGCCGGCCATC
CGTTATAATATT

Figura 13 - Seqiiéncia completa de nucleotideos do componente B clonado em
pUbl1-81. A posicdo +1 esta localizada no nonanucleotideo que
inclui a origem de replicacdo da fita viral. Esta seqliéncia foi
depositada no GenBank com o numero de acesso AF291706.
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Quadro 10 - Homologia das seqiiéncias de nucleotideos, em porcentagem, entre o
componente A clonado em pUbl1-49, o componente B clonado em
pUbl-81, o componente B clonado em pUbl-62, e outros
begomovirus. Valores para o componente A acima da diagonal, e
para o componente B abaixo da diagonal

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 pUbI-49/81 ¥ - 55 75 79 73 74 69 78 75 70 79 U5
2  pUbl-62 70 * - - - - - - - - - - -

3 ACMV 21 27 * 54 55 53 53 54 55 55 52 55 55
4 BDMV 56 55 21 * 75 75 75 72 80 8 70 75 81
5 BGMV-Br 65 67 30 55 * 74 74 70 76 74 72 74 73
6 BGMV-DR 56 62 29 65 58 * 97 71 74 76 71 73 74
7 BGMV-GA 55 62 30 65 57 92 * 71 74 75 71 74 75
8 PHV 53 54 21 63 51 62 61 * 69 71 66 69 69
9 PYMV 63 62 20 58 63 56 55 54 * 79 70 76 78
10 SiGMV 54 55 20 77 55 65 64 63 58 * 71 75 80
11 SqLCV 47 52 28 45 48 45 45 47 46 45 * T2 67
12 TGMV 65 65 19 62 64 53 57 56 66 55 55 * 73
13 ToMoV 56 56 30 72 62 66 65 64 59 72 48 57 *

constituem o genoma completo de um novo begomovirus, denominado Tomato
rugose mosaic virus (TRMV). Dessa forma, o componente A clonado em
pUbl-49 passa a ser designado como o componente A do TRMV, e o
componente B clonado em pUbl1-81 sera referido como o componente B do
TRMV.

O Quadro 13 indica a porcentagem de homologia das seqiliéncias de
nucleotideos de cada ORF e das proteinas do componente A do TRMV, ¢ o
Quadro 14 as homologias do componente B do TRMV e do componente B
clonado em pUb1-62.
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Sitio ligacdo AC1 TATA box

ToMoV-A GGA-GTATTAGAGTA-ACTTATATATAAGAACCCTCTATAGAACTATTAATC
ToMoV-B GGA-GTATTAGAGTA-ACTTATATATAAGAACCCTCTATAGAACTATTAATC
BGMV-GA-A GGA-G-ACTGGAGTA-CAATATATACTAGTACCCTCAATCTCGTGAATTATC
BGMV-GA-B GGA-G-ACTGGAGTA-CAATATATACTAGTACCCTCAATCTCGTGAATTATC
BGMV-DR-A GGA-G-ACTGGAGTA-CAATATATACTAGAACCCTCAATCTCGTGAATTACG
BGMV-DR-B GGA-G-ACTGGAGTA-CAATATATACTAGAACCCTCAATCTCGTGAATTACG
BDMV-A GGA-GTATTGGAGTT-ACTTATATACTAGAACCCTCAATCT---GG-TT---
BDMV-B GGA-GTATTGGAGTT-ACTTAAATACTAGAACCCTCAATCT---GG-TT---
SiGMV-A GGA-GTATTAGAGTATCCATATATACTACTAGTCTCAATCTT--GG-TT---
SiGMV-B GGA-GTATTAGAGTA-CCATATATACTACTTGTGTTTATCTT--GG-TT---
TGMV-A GGTAGTAA-GGTAGC-TCTTATATATTAGAAGTTCCT--AAGGGG———-—-———
TGMV-B GGTAGTAA-GGTAGC-TCTTATATATTAGAAGTTCCT--AAGGGG——————-
pUbl-81-B GGTAGTAATGGTAGC-TCTTATATAGTAGAAGTTCCTTTAAGGAGA-TT-—--
pUbl-49-A GGTAGTTATGGTAGC-TCTTATATACTAGAAGTTCCTTTAAGGAGA-TT-—--
BGMV-Br-A GGT-GTAATGGTGCC-AA-TATATAGTAAGAAGTTCTTTAAGGATC-TG-—-
BGMV-Br-B GGT-GTAATGGTGCC-AA-TATATAGTATGAAGTTCTTTAAGGATC-TG---
pUbl-62-B GGG-GAATGGGTCTC-AA-TATATAGTA-GAGACCATTATAGAATA-TAA--
* % * % * * Kk kk kK *
G box Stem Loop Stem
ToMoV-A TGGTTCATACACGTGGC-GGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCGCGC
ToMoV-B TGGTTCCTACACGTGGC-GGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCGCGC
BGMV-GA-A AGATTCACACACGTGGC-GGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCGCCC
BGMV-GA-B AGATTCACACACGTGGC-GGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCGCGC
BGMV-DR-A AGATTCACACACGTGGC-GGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCGCGC
BGMV-DR-B AGATTCACACACGTGGC-GGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCGCGC
BDMV-A —-—-—TCGGAACACGTGGC-GGCCATCCG-TATAATATTACCGGATGGCCGCGC
BDMV-B —-—-—TCGGAACACGTGGC-GGTCATCCG-TATAATATTACCGGATGGCCGCGC
SiGMV-A —-——-TTGATACACGTGGC-GGCCATCCG-TATAATATTACCGGATGGCCGCGC
SiGMV-B --—-TTGGTACACGTGGC-GGCCATCCG-TATAATATTACCGGATGGCCGCGC
TGMV-A ——==————= CACGTGGC-GGCCATCCGTT-TAATATTACCGGATGGCCGCGC
TGMV-B ~  ————————— CACGTGGC-GGCCATCCGTTTTAATATTACCGGATGGCCGCGC
pUbl-81-B  --—--- GCTACACGTGGCCGGCCATCCGTTATAATATTACCGGATGGCCGCCC
pUbl-49-A  ——-—-—- GCTACACGTGGCCGGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCGCGC
BGMV-Br-A  —-——--—- TAGACACGTGGC-GGCCATCCGCTATAATATTACCGGATGGCCGCGC
BGMV-Br-B  ——--- GAGACACGTGGC-GGCCATCCGTTATAATATTACCGGATGGCCGCGC
pUbl-62-B  ----- TTGCCACGTGGC-GGCCATCCGCTATAATATTACCGGATGGCCGCGC

AAKAAkAAk *k kAhkAkhkkhk Kk KAk kkAkAkAkkkhkAkkkhAkkkxAkkkhkAkk Kk

Figura 14 - Andlise comparativa da seqiiéncia da regido comum de pUb1-49,

pUbl-62, pUbl-81 e de outros begomovirus. As seqiiéncias
comparadas sdo delimitadas pela estrutura de grampo (“stem-loop”).
O sitio de reconhecimento de REP est4 presente na regido comum.

Os elementos cis conservados sdo identificados acima das
seqiiéncias alinhadas. Seqiiéncias alinhadas utilizando-se o
programa Clustal W.
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Figura 15 - Mapas dos componentes A ¢ B do TRMV e de pUbl-62. As ORFs
codificando proteinas maiores que 10 kDa estdo indicadas:
ACl1, “replication-associated protein”, AC2, “trans-activating
protein”, AC3, “replication-enhancer protein”, ACS5, sem funcdo
definida, AV1, proteina capsidial (“capsid protein”), BC1, proteina
do movimento (“movement protein”) e BVI1, “nuclear shuttle”.
CR representa a regido comum (“‘common region”) para ambos 0s
componentes. As posi¢cdes dos sitios de algumas endonucleases de
restri¢ao estdo indicadas.
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Quadro 11 - Seqiiéncias abertas de leitura (ORF) capazes de codificar proteinas
maiores que 10 kDa deduzidas a partir da seqiiéncia de nucleotideos

do componente A do TRMV
ORF Fase Inicio tecri)rclli(r)lrellggo Aminoécidos
AV1 +3 342 1097 251
ACl -1 2622 1570 352
AC2 -2 1628 1239 129
AC3 -3 1492 1094 132
ACS -2 992 240 250

Quadro 12 - Seqiiéncias abertas de leitura (ORF) capazes de codificar proteinas
maiores que 10 kDa deduzidas a partir da seqiiéncia de nucleotideos
do componente B do TRMV (linha superior) e do componente B
clonado em pUb1-62 (linha inferior)

Codon de

ORF Fase Inicio . Aminoéacidos
terminagao

+1 552 1322 256
BV1

+1 403 1173 256

-3 2330 1449 293
BCl1

-3 2192 1311 293
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Quadro 13 - Porcentagem de homologia de seqiiéncia de nucleotideos e
aminoacidos entre as ORFs potenciais do TRMV-A, clonado em
pUb1-49, e outros begomovirus

AV1 AC1 AC2 AC3

nt/aa nt/aa nt/aa nt/aa
ACMV 64%/70%  64% /63% -152% -/ 50%
BDMV 83%/89%  73%/74% 76% / 71% 80% / 75%
BGMV-Br 82%/91%  79% / 79% 85% / 80% 84% / 80%
BGMV-DR 80%/88%  72%/73% 75% / 68% 78% / 70%
BGMV-GA 80%/90%  72% /73% 75% 1 70% 78% / T1%
CdTVv 83%/91%  73%/75% 78% / T1% 83% / 80%
PHV 79% /88%  65%/63% 62% / 52% 72% / 66%
PYMV 83%/90%  75%/79% 79% / 72% 82% / 76%
SiGMV 82%/90%  73%/59% 27% /- 73% / -
SqLCV 79% /89%  64%/82% 76% / 66% 78% / 73%
TGMV 81%/89%  81%/76% 79% / 73% 81% /77%
TLCV 83%/91%  73%/76% 78% / T1% 83% /79%
ToMoV 84%/89%  74% / T77% 76% / 68% 81% / 78%
TYLCV-Sar 61%/72%  68%/62% 65% /51% 66% / 50%
TYLCV-Si 61%/71%  65%/22% 60% / 51% 66% / 51%

(nt) nucleotideos.
(aa) aminoécidos.
(-) ndo determinado.
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Quadro 14 - Porcentagem de homologia de seqiiéncia de nucleotideos entre as
ORFs potenciais dos componentes TRMV-B e pUbl-62,
respectivamente, € outros begomovirus

TRMV-B pUbl1-62

BVI BC1 BVI BC1

nt/aa nt/aa nt/aa nt/aa
RFUb1-62 75%172%  77% / 81% -/- -/-
ACMV 11%/27%  36% /42% 11%/29%  50% / 44%
BDMV 1%/ 71%  74% / 84% 72% /70%  73%/79%
BGMV-Br 70% /70%  75% / 80% 3%/ 72%  75% / 78%
BGMV-DR 70% / 68%  77% / 83% 72%/71%  77% / 83%
BGMV-GA 70% /67%  76% / 82% 1%/ 69%  77% /82%
CdTV 70% /70%  76% / 80% 1%/ 73%  75%/T77%
PHV 68% /65%  15%/17% 70% / 68% 5% /19%
PYMV 68% /64%  75% / 80% 69%/64%  73%/78%
SiGMV 1%/ - 9% / - 73% / - 2%/ -
SqLCV 67% /58%  73%/77% 67% /60%  75%/79%
TGMV 73% /71%  78% / 85% 74% /1 73%  80% / 85%
TLCV 71% /70%  76% / 81% 72% /1 73%  76% /T7%
ToMoV 70% /69%  74% / 83% 1%/ 68%  73%/79%

(nt) nucleotideos.
(aa) aminoacidos.
(-) ndo determinado.

3.4. Analise filogenética

Os genomas e ORFs de alguns geminivirus foram comparados para

arvores classificar

obtencdo de filogenéticas, com o objetivo de
taxonomicamente 0 TRMV e o DNA-B clonado em pUbl1-62. Inicialmente, as

seqiiéncias completas de nucleotideos dos componentes virais do TRMV e
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pUbl-62 foram comparadas com 24 geminivirus pertencentes aos géneros
Mastrevirus, Curtovirus e Topocuvirus, € componentes respectivos de
Begomovirus. As seqiiéncias dos virus foram escolhidas aleatoriamente, de modo
que um pequeno grupo de virus fosse representativo de um ramo filogenético. As
arvores preparadas com base nas seqiiéncias de nucleotideos de 20 e 14
componentes virais A ¢ B completos sdo apresentadas nas Figuras 16 e 17,
respectivamente. As arvores preparadas com base nas seqiiéncias completas de
aminodacidos das proteinas AV1 e BCI sdo apresentadas nas Figuras 18 e 19,
respectivamente. As arvores preparadas com base nas seqiiéncias completas de
aminoacidos das proteinas AC1, AC2, AC3, e BV1 posicionaram o TRMV e o
clone pUbl-62 em agrupamento correspondente ao observado para as proteinas

AV1 e BCI (dados ndo apresentados).

BGMV-Br

BGMV-DR
‘ I BGMV-GA
SqLCV

PHV

TYLCV-Sar
TYLCV-Si

ACMYV
BCTV
TPCTV

TYDV
MSV

0.1

Figura 16 - Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas do componente A de geminivirus. O
componente A do TRMV, indicado pela seta, se agrupa entre os
componentes A de begomovirus.
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Figura 17 - Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas de componentes B de begomovirus. O
componente B do TRMV e o componente B de pUB1-62 estdo
indicados pelas setas.

3.5. Caracterizacao dos demais clones obtidos

Para detectar clones com insertos homologos ao componente A do
TRMV e ao componente B clonado em pUbl-62, foram preparadas as sondas
RFUDb49-total ¢ Ub49 (A1+496), e a sonda Ub62 (Nco I-Hind I1II),
respectivamente (Material e Métodos, Quadro 1). A Figura 20 apresenta os
resultados de hibridizagao utilizando a sonda RFUb49-total a 59°C ¢ a 68°C, com
DNA oriundo da purificagdo de plasmideos recombinantes ¢ da amplificagdao de
DNA com oligonucleotideos universais para begomovirus. Considerando os
clones pUb1-49, pUbl1-62 e pUbl-81 e o vetor pKS+, observa-se que a sonda
RFUb49-total discriminou o inserto presente no clone pUb1-49. Em relacdo ao
DNA amplificado a partir dos isolados virais TRMV, TGV-Ubl-peq, TGV-Ig,
TGV-C12 e TGMYV, e do complexo viral TGV-Ubl, obtidos de tomateiro, e do
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Figura 18 - Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
aminoacidos completas das proteinas AV1/V1 (CP) de geminivirus.
A proteina CP do TRMYV, indicada pela seta, se agrupa entre as
proteinas CP dos begomovirus do ocidente.

isolado SbGV-RF35, obtido de plantas de soja, observa-se deteccio do DNA
amplificado a partir do TRMV e de TGV-Ubl, com deteccao fraca do DNA
amplificado de TGV-Ig. Este padrdo de detec¢do do DNA recombinante e do
DNA amplificado por PCR diferiu pouco entre as duas combinagdes de
temperatura e tempo de detec¢do. Entretanto, o0 DNA amplificado a partir de
TGV-Ig deixou de ser detectado na hibridizagao a 68°C.

A Figura 21 apresenta o padrao de comportamento da sonda
Ub49(A1+496) quando hibridizada a 68°C com DNA oriundo da purificagdo de
plasmideos recombinantes e da amplificagdo de DNA com oligonucleotideos

universais para begomovirus. A sonda foi capaz de discriminar o inserto presente
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Figura 19 - Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
aminoacidos completas da proteina BC1 (MP) de begomovirus. As
proteinas MP do TRMV e de pUb1-62 estdao indicadas pelas setas.

no clone pUb1-49. Quanto ao DNA amplificado por PCR a partir dos isolados
TGMV, TGV-Ubl-peg-3 e -7, TGV-Ig e TGV-C12, e do complexo TGV-Ubl,
observou-se deteccio de TGV-Ubl, e detec¢do muito fraca de TGV-Ig. A
auséncia de hibridizagdo da sonda RFUb49-total com o fragmento de
TGV-Ubl-peq amplificado fornece evidéncia adicional para a presenga de pelo
menos dois genomas virais distintos no complexo TGV-Ubl.

A Figura 22 apresenta o padrio de comportamento da sonda
Ub62(Ncol-HindIll) quando hibridizada a 68°C com DNA oriundo da
purificacdo de plasmideos recombinantes e da amplificagdo de DNA com
oligonucleotideos universais para begomovirus. A sonda ¢ capaz de discriminar
entre pUb1-62 e pUb1-81 ou pUb1-49. O Quadro 15 apresenta os resultados das
analises de “southern blot” dos 87 clones obtidos a partir do complexo viral

TGV-Ubl com estas sondas.

75



A Lycopersicon Nicotiana

esculentum benthamiana
P ;} & ‘Santa Clara’
5 o0 =d
L ERET : £ 4
T $2¢83% Z_:¢9 529
T OI¥e e _B8»31 2
s 25324522 z5245558¢3
] = 2 O O
=Mz m@&i%gﬁhihﬁgggi

3.0 kpb

1.6 kpb
1.0 kpb

0.5 kpb

os]

Figura 20 - Resultados da andlise da especificidade da sonda RFUb49-total,
marcada com digoxigenina. (A) Padrdo eletroforético do DNA
amplificado por PCR e purificado a partir de plasmideos
recombinantes; (B) e (C) “Southern blot”. B, Deteccao pela sonda
RFUD49-total em hibridizagdo a 59°C/13 horas e detec¢ao por
30 min; C, Hibridizacdo a 68°C/13 horas e deteccdo por 9 min.
Forma replicativa viral: RFUb-49 clonado em pUb1-49, RFUb-62
clonado em pUbl-62, ¢ RFUb-81 clonado em pUbl-81; Clone,
pUbl1-49; TGV-Ubl, complexo de geminivirus obtido de tomateiro
em Uberlandia, MG; TGV-Ubl-peq, isolado de geminivirus
purificado biologicamente a partir de TGV-Ubl; TGV-Ig e
TGV-C12, isolados de geminivirus obtidos de tomateiro em
Igarapé, MG e Bicas, MG, respectivamente; SbGV-RF35, isolados
de geminivirus obtido de soja; TRMV, Tomato rugose mosaic
virus; TGMV, Tomato golden mosaic virus. pKS+, vetor de
clonagem; 1 kb ladder, marcador.
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Figura 21 - Resultados da analise de especificidade da sonda Ub49 (A1+496),
marcada com digoxigenina. (A) Padrdo eletroforético do DNA
amplificado por PCR e purificado a partir de plasmideos
recombinantes; (B) “Southern blot”, deteccdo de DNA pela sonda
Ub49 (A1+496) em hibridizacdo a 68°C/18 horas e deteccdo por
15 min. Forma replicativa viral: RFUb1-49 clonado em pUbl1-49,
RFUDbI1-62 clonado em pUb1-62, e RFUbI-81 clonado em pUb1-81;
TGV-Ubl, complexo de geminivirus obtido de tomateiro em
Uberlandia, MG; TGV-Ubl-peq, isolado de geminivirus purificado
biologicamente a partir de TGV-Ubl; TGV-Ig e TGV-C12, isolados
de geminivirus obtidos de tomateiro em Igarapé, MG e Bicas, MG,
respectivamente; TGMV, Tomato golden mosaic virus; pKS+, vetor
de clonagem; 1 kb ladder, marcador.
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Figura 22 - Resultados da analise de especificidade da sonda Ub62(Nco 1-Hind
IIT), marcada com digoxigenina. (A) Padrao eletroforético do DNA
amplificado por PCR e purificado a partir de plasmideos
recombinantes; (B) “Southern blot”, deteccdo de DNA pela sonda
Ub62(Nco I-Hind 111) em hibridiza¢do a 68°C/17 horas e deteccao
por 10 minutos. Clones: pUb1-49, pUb1-62 e pUbl1-81; Subclones:
pUbl1-62-s30, pUbl-62-s31, e pUbl-62-s32; Clones 1,5 copia:
pUbI-GI (1,8x pUbl-49), pUbl-G4 (1,4x pUbl-62), e pUbl-G7
(1,75x pUbl1-81); Forma replicativa viral: RFUb1-49 clonado em
pUbl-49, RFUb1-62 clonado em pUb1-62, e RFUb1-81 clonado em
pUb1-81; pKS+, vetor de clonagem; 1 kb ladder, marcador.
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Quadro 15 - Resultados da analise de “Southern blot” de clones obtidos a partir
do complexo viral TGV-Ubl, utilizando sondas nao-radioativas.

. Sondas™
Clone Sitio de :
clonagem TGV-BZ-A-EcoR 1 Ub49 (A1+496) Ub62 (Nco 1-Hind T11)
58°C 68°C 68°C
PUb1-01 Xho I - +(<) -
PUb1-02 Xho I + + -
PUb1-03 Xho I + + -
PUb1-04 XhoI + + -
PUb1-05 XhoI + + -
PUb1-06 Xho I + + -
PUb1-07 Xho I + (%) Nao testado Nao testado
PUb1-08 Xho I + + -
PUb1-09 XhoI + + -
PUbI1-10 XhoI + + -
PUbI1-11 Xho I + + -
PUbI1-12 Xho I + + -
PUbI-13 Xho I + + -
PUbI1-14 Xho I + + -
PUbI1-15 XhoI +(*) + -
PUbI-16 Xho I + + -
PUbI-17 Xho I + + -
PUb1-18 Xho I + + -
PUb1-19 Xho I + - -
PUb1-20 Xho I + - -
PUbI1-21 Xho I + + -
PUb1-22 Xho I + + -
PUb1-23 Xho I + - -
PUb1-24 Xho I + - -

(a) Material e Métodos, Quadro 1; (b) sonda marcada com digoxigenina;
(+) detectado pela sonda; (-) ndo detectado pela sonda.; (*) detec¢do com menor
intensidade quando comparado a mesma sonda, mesmo ensaio e quantidade de
DNA similar de outro clone.
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Quadro 15, Cont.

[ Sondas™
Clone Sitio de :
clonagem TGV-BZ-A-EcoR 1 pTG1.4B Ub49 (A1+496) Ub62 (Nco 1-Hind 11I)
58°C 58°C 68°C 68°C
PUbI-25 BamHI Nao testado +(*) - +
PUb1-26 BamH I Nao testado - - -
PUb1-27 BamH I Nao testado - - -
PUb1-28 BamH I Nao testado - - -
PUb1-29 BamH I Nao testado - - -
PUb1-30  BamH I Nao testado - - -
PUbI-31 BamHI Nio testado +(¥) - + (%)
PUb1-32 BamH I Nao testado - - -
PUb1-33 BamH I Nao testado - - -
PUb1-34 BamH I Nao testado - - -
PUb1-35 BamH I Nao testado - - -
PUb1-36  BamH| Nao testado - - -
PUb1-37 BamH]I Nao testado +(*) - + (%)
PUb1-38 BamH I Nao testado - - -
PUb1-39 BamH I Nao testado + - +
PUb1-40 BamH I Nao testado - - -
PUbl-41 BamH]I Nao testado - - -
PUbl-42 BamH]I Nao testado - - -
PUb1-43 BamH I Nao testado - - -
PUb1-44 BamH I Nao testado - - -
PUb1-45 BamHI Nao testado - - -
PUb1-46 BamH I Nao testado - - -
PUbl-47 BamH]I Nao testado - - -
PUb1-48 BamH I Nao testado - - -
PUb1-49  EcoR1 + Nao testado + -
PUb1-50 EcoR1I + (%) Nao testado - -

(a) Material e M¢étodos, Quadro 1; (b) sonda marcada com digoxigenina;
(+) detectado pela sonda; (-) ndo detectado pela sonda; (*) detec¢do com menor
intensidade quando comparado a mesma sonda, mesmo ensaio ¢ quantidade de
DNA similar de outro clone
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Quadro 15, Cont.

i Sondas™
Clone Sitio de :
clonagem TGV-BZ-A-EcoR 1 pTG1.4B Ub49 (A1+496) Ub62 (Nco 1-Hind 111)
58°C 58°C 68°C 68°C
PUbI-51  EcoR1 - Nao testado - -
PUDbI-52  EcoRI1 - Nao testado - -
Publ-53  EcoR 1 + Nao testado + -
PUDbI-54  EcoRI - Nao testado - -
PUb1-55 Sst1 + - +(*) -
PUb1-56 Sst 1 - + - +
PUb1-57 Sst I - +(*) - +
PUb1-58  Kpnl + + - -
PUb1-59  Kpnl - +(*) - +
PUbI-60 BamH I Nao testado - - -
PUbI-61 BamHI Nao testado + - +
PUb1-62 BamH I Nio testado + - +
PUb1-63 BamH I Nio testado + - +
PUDb1-64 BamHI Nao testado + - +
PUDb1-65 BamHI Nao testado + - +
PUbI-66 BamHI Nao testado + - +
PUb1-67 BamH I Nao testado + - +
PUb1-68 BamH I Nio testado + - +
PUDb1-69 BamHI Nao testado - - -
PUDbI-70  EcoR1 + - + -
PUb1-71 Sst I + - - +
PUb1-72 Sst I + - + i}
PUb1-73 Sst I - + - +
PUbl-74  Kpnl + - + ]
PUbI-75  Kpnl +(%) + ; ]
PUbI-76  Kpnl + (%) + - -

(a) Material e Métodos, Quadro 1; (b) sonda marcada com digoxigenina;
(+) detectado pela sonda; (-) ndo detectado pela sonda; (*) deteccdo com menor
intensidade quando comparado a mesma sonda, mesmo ensaio ¢ quantidade de
DNA similar de outro clone
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Quadro 15, Cont.

iy Sondas™
Clone Sitio de .
clonagem  TGV-BZ-A-EcoR 1 pTGl.4B  Ub49(A1+496) Ub62(Nco I-Hind 11IT)
58°C 58°C 68°C 68°C
PUb1-77  Kpnl +(*) + - -
PUbI-78 KpnI +(*) + - -
PUbI-79 KpnlI +(*) + - -
PUb1-80 Kpn 1 + - + _
PUb1-81 Kpnl1 +(*) + - -
PUb1-82 Kpn 1 +(*) + - -
PUb1-83 Kpn I +(*) + - -
PUbI-84  Kpnl +(*) + - -
PUb1-85 Kpnl + (%) - + }
PUb1-86 Kpn 1 + - + -
PUb1-87 Kpn 1 + - + -

(a) Material e M¢étodos, Quadro 1; (b) sonda marcada com digoxigenina;
(+) detectado pela sonda; (-) ndo detectado pela sonda; (*) deteccdo com menor
intensidade quando comparado a mesma sonda, mesmo ensaio ¢ quantidade de
DNA similar de outro clone

3.6. Analise da infectividade dos genomas clonados

As plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas com pUb1-G1 + pUbl-
G4 (TRMV) apresentaram sintomas fracos de mosaico amarelo (Figura 23) a
partir da terceira semana apoOs a inoculagdo. O controle inoculado com TGMV
(clones pTGI1.3A +pTGI1.4B) apresentou sintomas severos de manchas
amarelas, deformacao foliar e nanismo a partir da segunda semana de inoculagcao
(Figura 23). Aos 45 dias apds a inoculacdo, 29% das plantas de Nicotiana
benthamiana inoculadas com a combinacdo de clones pUbl-Gl + pUbl-G4
apresentavam sintomas de infecc¢do viral (Quadro 16). Nesta mesma época, 100%

das plantas inoculadas com TGMYV apresentavam sintomas de infecc¢ao viral. As
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! Sadio Clones: G1 + G4 l

Figura 23 - Sintomas da infec¢do de Nicotiana benthamiana pelos clones
pUbl1-G1 (G1) + pUbl-G4 (G4) (Tomato rugose mosaic virus,
TRMYV) ou TGMV (Tomato golden mosaic virus).

plantas inoculadas com pUbl-G1 +pUbl-G7 ndo apresentaram sintomas
sistémicos nem locais de infeccao viral.

A andlise via PCR das plantas inoculadas com pUbl-G1 + pUbl1-G4 e
com TGMYV resultou na amplificagdo de um fragmento com aproximadamente
1.200 nt apenas em plantas que apresentavam sintomas (Figura 24). Para a
combinagdo pUb1-G1 + pUb1-G4 observou-se uma propor¢ao de 25% de plantas
inoculadas com infec¢do sistémica confirmada via PCR (Quadro 16). A
amplificacdo de fragmento viral via PCR a partir de plantas inoculadas com a
combinagdo pUb1-G1 + pUb1-G7 ocorreu em 11,7% das plantas inoculadas, mas
apenas quando a extracdo de DNA foi realizada na folha inoculada.

A sonda RFUb49-total marcada com digoxigenina e hibridizada a 68°C
detectou o DNA amplificado via PCR a partir das plantas de Nicotiana
benthamiana inoculadas com os clones pUbl-GI +pUbl-G4 (TRMYV)
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Quadro 16 - Resultados da amplificagdo de DNA via PCR utilizando oligonucleotideos universais para componente A de
begomovirus aos 45 dias apos inoculacdo via biolistica com os clones pUbl-G1 (G1) + pUb1-G7 (G7), pUbl-Gl
(G1) + pUb1-G4 (G4) (Tomato rugose mosaic virus, TRMV) ou com TGMV (Tomato golden mosaic virus) em
Nicotiana benthamiana

Sintomas@ PCRD
Repeticao Sadio TGMV pUb1-G1 + pUbl-G7 pUbI-GI + pUbl-G4
Sadio TGMV pUbl-G1 +pUbl-G7  pUbl-GI + pUbl-G4
% % % %
1 02 0 3/3  100,0 0/1 0 0/4 0 0/1 1/1 * 0/1
2 02 0 2/2  100,0 0/3 0 1/5 20,0 0/1 * 1/1¢ 1/2
3 # # 5/5  100,0 0/2 0 1/3 333 # 1/1 * 0/2
4 # # 4/4  100,0 0/3 0 1/5 20,0 # * 1/1¢ 1/2
5 # # 3/3  100,0 0/5 0 3/4 75,0 # * * 3/3
6 # # 1/1  100,0 0/3 0 1/3 333 # * * 1/1
Total 0/4 0 18/18 100,0 0/17 0 7/24 29,2 2/17 (11,7%) 6/24 (25,0%)

(a) nimero de plantas com sintomas sistémicos / nimero de plantas inoculadas.

(b) nimero de plantas onde houve amplificacdo via PCR / nimero de plantas inoculadas.

(c) positivo para amplificacdo a partir de DNA extraido do local de inoculacdo e negativo para amplificagdo a partir de DNA
extraido do apice da planta.

(*) ndo testado.

(#) ndo existe repeticao.

pUbl-G1: 1,8x pUb1-49; pUb1-G4: 1,75x pUb1-81; pUb1-G7: 1,4x pUb1-62; TGMV, Tomato golden mosaic virus.
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Figura 24 - Fragmento do genoma viral amplificado via PCR utilizando
oligonucleotideos universais para o componente A de
begomovirus, em amostras de folhas coletadas proximas ao
meristema apical (exceto quando especificado outro local) de
Nicotiana benthamiana inoculada por biobalistica com os clones
pUbI-G1 (G1)+ pUbl-G7 (G7), pUbl-G1 (G1) + pUbl-G4 (G4)
(Tomato rugose mosaic virus, TRMV) ou com TGMV (Tomato
golden mosaic virus); T, amostra foliar coletada proxima do topo
meristematico apical, B, amostra foliar coletada no local da
inoculacdo por biobalistica; S, planta sadia; M, marcador (“1 kb
DNA ladder”).

(Figura 25). Nenhum sinal de hibridizacdo da sonda foi detectado com o DNA
amplificado a partir de plantas inoculadas com o0 TGMV.

A analise via PCR de tomateiros inoculados com os clones
pUbl-G1 + pUb1-G4 ou com TGMYV resultou na amplificacdo de um fragmento
com aproximadamente 1.200 nt apenas das plantas com sintomas (Figura 27).
Todas as plantas inoculadas com os clones pUbl-Gl +pUbl-G4 e que
apresentavam sintomas sistémicos foram positivas pela diagnose via PCR.
Analise dos tomateiros inoculados por biobalistica com TGMV resultou em 41%
das plantas positivas para infec¢do viral. A amplificagdo de DNA a partir de
plantas inoculadas com a combinagdo pUbl-G1 + pUbl1-G7 ocorreu em 11,7%
das plantas inoculadas, mas apenas a partir de DNA extraido da folha inoculada

(Figura 28).
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Figura 25 - (A) DNA amplificado com oligonucleotideos universais para
componente A de begomovirus a partir de DNA extraido
de plantas inoculadas por Dbiobalistica com os clones
contendo repetigdes parciais: pUbl-G1 (G1)+ pUbl-G7 (G7),
pUb1-G1 (G1) + pUb1-G4 (G4) (Tomato rugose mosaic virus,
TRMV) ou com TGMV (Tomato golden mosaic virus). Os
numeros (1 a 16) representam plantas diferentes. T, DNA extraido
do apice da planta; B, DNA extraido do local de inoculagdo.
(B) Sinal de hibridizagdo com a sonda RFUb49-total marcada com
digoxigenina, hibridizada a 68°C por 10,5 h e detec¢ao por 30 min.
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Figura 27 -

Figura 28 -

Amplificagdo de DNA via PCR utilizando oligonucleotideos
universais para componente A de begomovirus em amostras de
folhas coletadas proximas do meristema apical de tomateiro ‘Santa
Clara’ inoculado com os clones contendo repeticdes parciais:
pUbl-G1 (G1) + pUbl-G7 (G7), pUbl-G1 (G1) + pUbl-G4 (G4)
(Tomato rugose mosaic virus, TRMV), ou com TGMV (Tomato
golden mosaic virus); S, planta sadia; M, marcador (“1 kb DNA
ladder™).

Sadio Gl +G7

M 12 34 15 67 8911

Amplificagdo de DNA via PCR utilizando oligonucleotideos
universais para o componente A de begomovirus em amostras de
folhas coletadas no local de inoculacao de tomateiro ‘Santa Clara’
inoculado com os clones contendo repetigdes parciais: pUbI-G1
(G1) + pUb1-G7 (G7); S, planta sadia; M, marcador (“1 kb DNA
ladder™).

Tomateiros ‘Santa Clara’ inoculadas com pUb1-G1 + pUb1-G4 (TRMYV)

apresentaram sintomas fracos de mosaico amarelo entre as nervuras secundarias,

ligeira reducdo de crescimento e deformacao do limbo foliar (Figura 26) a partir

da terceira semana apds a inoculagdo. Aos 32 dias apos a inoculacdo, 25% das

plantas de tomate apresentavam sintomas de infeccdo viral (Quadro 17). O

controle inoculado com TGMV apresentou sintomas de pontos amarelos e

amarelecimento de nervuras em folhas inoculadas e em algumas folhas

desenvolvidas imediatamente apds a inoculagdo (Figura 26), totalizando 50% de

tomateiros com sintomas aos 32 dias apds inoculag@o. As plantas inoculadas com

pUbI-GI1 + pUb1-G7 ndo apresentaram sintomas sist€émicos ou locais de

infecc¢ao viral.

88



A sonda RFUb49-total, marcada com digoxigenina e hibridizada a 68°C,
detectou o DNA amplificado com oligonucleotideos universais para o
componente A de begomovirus a partir do dpice de tomateiros inoculados com os
clones pUbl-G1 + pUb1-G4 e a partir do local de inoculagdo com os clones
pUbl1-G1 + pUbI-G7 (Figura 25). Nenhum sinal de hibridizacdo foi detectado
com o DNA amplificado de TGMV.

3.7. Caracterizacio biologica do TRMV

3.7.1. Transmissao do TRMYV via extrato vegetal tamponado (EVT)

A partir da segunda semana apds a inoculacdo, plantas de Nicotiana
benthamiana inoculadas com o TRMV via EVT (extrato preparado a partir de
folhas de N. benthamiana inoculadas com os clones pUbl-Gl + pUbl-G4)
apresentaram sintomas sistémicos de infec¢do viral, porém menos severos do que
os observados em Nicotiana benthamiana infectada com o TGV-Ubl. No
primeiro teste de transmissdo, aos 27 dias apds a inoculagdo, 12,5% das plantas
de Nicotiana benthamiana apresentavam sintomas sistémicos, ¢ a diagnose via

PCR determinou que 37,5% das plantas apresentavam infeccdo pelo TRMV
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Quadro 17 - Resultados da amplificacio de DNA via PCR aos 32 dias apds inoculagdo com os clones pUbI1-G1 (G1) + pUbl-
G7 (G7), pUbl-G1 (G1) + pUbl-G4 (G4) (Tomato rugose mosaic virus, TRMV) ou com TGMV (Tomato golden
mosaic virus), em tomateiro ‘Santa Clara’, por biobalistica

Sintomas@ PCRD
Repeticdo  Sadio TGMV  pUbl-G1 +pUbl-G7 pUbl-G1 + pUbl-G4 Sadio TGMV  pUbl-GI + pUbl-G7 pUbI-G1 + pUbl-G4

% % % % % % % %

1 02 0 02 0 0/2 0 1/2 50 02 0 02 0 0/2 0 1/2 50

2 02 0 1/2 50 0/2 0/2 0 02 0 1/2 50 0/2 0 0/2 0

3 # # Y 50 0/2 1/2 50 # # 02 0 1/2 50¢ 1/2 50

4 # # 02 O 0/2 0 1/2 50 # # 02 0 1/2 50¢ 1/2 50

5 # #  2/2 100 0/2 0 0/2 0 # # 22 100 0/2 0 0/2 0

6 # #  2/2 100 0/2 0 0/2 0 # # 2/2 100 0/2 0 0/2 0
Total 0/4 0 6/12 50 0/12 0 3/12 25,0 04 0 512 41,7 2/12 16,7 3/12 25,0

(a) namero de plantas com sintomas sistémicos / nimero de plantas inoculadas.

(b) nimero de plantas onde houve amplificagdo de DNA via PCR / nimero de plantas inoculadas.
(c) positivo para amplificacdo a partir de DNA extraido do local de inoculagdo e negativo para amplificacdo a partir de DNA

extraido do &pice da planta.
(#) ndo existe repetigao.
pUbl-G1: 1,8x pUbl1-49; pUb1-G4: 1,75x pUb1-81; pUbl1-G7: 1,4x pUbl1-62; TGMV, Tomato golden mosaic virus.



(Quadro 18). Aos 36 dias apés a inoculagdo, as trés plantas positivas para
amplificacdo de DNA por PCR apresentavam sintomas de amarelecimento do
limbo foliar, bandas verdes ao longo das nervuras, ligeira deformacao foliar e

reducao de crescimento.

Quadro 18 - Resultados dos testes de inoculagdo do TRMV via extrato vegetal
tamponado em plantas de Nicotiana benthamiana.

Sintomas® PCR"
Teste Sadio TRMV  TGV-Ubl Sadio TRMV  TGV-Ubl
% % % % % %
1° 04 0 18 12,5 * * o1 0 3/8 375 * *

24 0/10 0 1/10 10,0 10/10 100 0/1 0 4/10 40,0 10/10 100

TRMV, Tomato rugose mosaic virus.

TGV-Ubl, complexo de geminivirus obtido de tomateiro em Uberlandia, MG.

(a) numero de plantas com sintomas sistémicos / nimero de plantas inoculadas.

(b) numero de plantas positivas para amplificagdo de DNA via PCR / niimero de
plantas inoculadas.

(c) 27 dias ap0s a primeira de duas inoculagdes.

(d) 20 dias apds a primeira de trés inoculagdes.

(*) ndo testado.

Nas plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas com o TRMV no
segundo teste de transmissdo por EVT, observaram-se sintomas iniciais
semelhantes aos que ocorrerem no primeiro ensaio. Os sintomas foram
observados em 10% e 100% das plantas inoculadas com TRMV e com
TGV-Ubl, respectivamente. A diagnose via PCR indicou que o indice de

infeccao pelo TRMV era de 40% (Figura 29).
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- Amplificacao de DNA via PCR a partir de DNA extraido de folhas de

Nicotiana benthamiana inoculadas via extrato vegetal tamponado
(EVT) com Tomato rugose mosaic virus (TRMV). TGMV, Tomato
golden mosaic virus; TGV-Ubl, complexo de geminivirus obtidos de
tomateiro em Uberlandia, MG; TGV-Ubl-peq, isolado de
geminivirus purificado biologicamente a partir de TGV-Ubl; TGV-Ig
e TGV-CI12, isolados de geminivirus obtidos de tomateiro em
Igarapé, MG e Bicas, MG, respectivamente; SbGV-RF35, isolado de
geminivirus obtido de soja; St. Clara, Lycopersicon esculentum
‘Santa Clara’; S, planta sadia; M, marcador (“1 kb DNA ladder”).
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3.7.2. Transmissio do TRMV por enxertia para Solanum tuberosum e
Datura stramonium

Todas as cinco plantas de Solanum tuberosum inoculadas com o TRMV
por enxertia de 4pice de tomateiro ‘Santa Clara’ infectado por biolistica
desenvolveram sintomas de manchas amarelas, ligeira deformagdo foliar e
reducdo de crescimento. A diagnose por PCR confirmou que as plantas de

batateira estavam infectadas com o TRMV (Figura 30).
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Figura 30 - (A) DNA amplificado via PCR a partir de plantas de Solanum
tuberosum e Datura stramonium inoculadas com o TRMV por
enxertia. (B) Sinal de hibridizacdo da sonda RFUb49, marcada com
digoxigenina, hibridizada a 68°C por 23 h com deteccdo por 3 h e
40 min.

93



A andlise via PCR das seis plantas de Datura stramonium enxertadas
com tomateiro ‘Santa Clara’ infectado com o TRMV indicou a amplificagao de
um fragmento com aproximadamente 1.200 nt. Nenhum fragmento foi
amplificado a partir de planta sadia desta espécie vegetal. As plantas de Datura
stramonium infectadas com o TRMV ndo apresentaram alteragdes de
desenvolvimento em relacdo a planta controle (ndo inoculada), nas condigdes e
no periodo de tempo avaliado.

A sonda RFUb49-total detectou o DNA viral amplificado a partir de

batateiras e de Datura stramonium inoculadas com o TRMV (Figura 30).

3.7.3. Gama de hospedeiros
3.7.3.1. Plantas inoculadas via EVT

Os resultados da andlise de “Southern blot” do DNA amplificado a partir
de plantas inoculadas com o TGV-Ubl via EVT estao apresentados na Figura 31.
O fragmento de DNA amplificado a partir do componente A do TRMV foi
detectado em Nicotiana benthamiana, Nicotiana glutinosa, Nicotiana
clevelandii, Nicotiana rustica, € Nicotiana tabacum ‘Sansum’, ‘TNN’, ‘Havana
425°, ‘Xanthi’, ‘White Burley’ e ‘Turkish’ (Quadro 19). Os resultados da analise
de “Southern blot” sumarizados no Quadro 19 mostram que a presenca do
TRMYV nao foi detectada em algumas plantas de N. glutinosa, mas a amplificacao
de fragmento de DNA indicou que elas estavam infectadas por begomovirus.
Este resultado sugere que N. glutinosa foi infectada pelo TGV-Ubl-peq, o outro

geminivirus presente no complexo TGV-Ubl.
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Figura 31 - Deteccdo do Tomato rugose mosaic virus (TRMV) em plantas
inoculadas com o complexo viral TGV-Ubl via extrato vegetal
tamponado. (A), (C) e (E), DNA amplificado via PCR com os
oligonucleotideos universais PAL1v1978 ¢ PAR1c496 a partir de
plantas inoculadas com TGV-Ubl; pUbl-49, clone RF obtido a
partir de TGV-Ubl; (B), (D) e (F), “Southern blot”: Detec¢ao do
fragmento de DNA amplificado a partir componente A do TRMV
pela sonda RFUb49-total, marcada com digoxigenina e hibridizada
a 68°C por 23 h com revelagao por 3 h e 40 min.
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Quadro 19 - Resultados da andlise de “Southern blot” do DNA amplificado via
PCR a partir de plantas inoculadas com TGV-Ubl, utilizando a
sonda RFUb49-total marcada com digoxigenina, em hibridizagdo a

68°C
Método de inoculacao
Espécie testada Extrato vegetal tamponado
Enxertia

1°Rep. 2°Rep.  3°Rep.
Lycopersicon esculentum ‘Rutgers’ 0/1 - - 1/1
L. esculentum ‘Santa Clara’ - - - 2/2
Nicotiana benthamiana 5/7 9/9 3/3 #
N. clevelandii 2/4 1/1 1/1 #
N. glutinosa 0/4 3/6 7/8 #
N. rustica - 4/6 4/6 2/2
N. tabacum ‘Havana 425’ - - 1/1 5/5
N. tabacum ‘Sansun’ - 171 1/1 5/5
N. tabacum ‘“TNN’ - 1/1 - 8/8
N. tabacum ‘Turkish’ - - 1/1 4/4
N. tabacum ‘White Burley’ - - 2/2 8/8
N. tabacum ‘Xanthi’ - - 2/2 6/6

(n/n) nimero de amostras positivas para hibridizagdo com a sonda RFUb49-total
/ ntmero total de amostras analisadas.

(-) sem DNA amplificado para ser analisado.

(#) ndo avaliado para este método de inoculagao.
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3.7.3.2. Plantas inoculadas por enxertia

Os resultados da anélise de “Southern blot” do DNA amplificado a partir
de plantas inoculadas com o TGV-Ubl por enxertia estio apresentados na
Figura 32. O fragmento de DNA amplificado a partir do componente A do
TRMV foi detectado em Nicotiana rustica, Nicotiana tabacum ‘Sansum’,
“TNN’, ‘Havana 425°, ‘Xanthi’, ‘White Burley’, ‘Turkish’, e tomateiro ‘Santa
Clara’ e ‘Rutgers’ (Quadro 19).

3.7.4. Deteccao dos componentes genémicos do TRMV em hospedeiros
alternativos

A analise via PCR de planta de jod-de-capote (Physalis floridana) e de
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) com sintomas de infec¢do viral, coletadas
proximas de campo de tomateiro no municipio de Araguari, MG, em junho de
2000, utilizando oligonucleotideos universais para begomovirus, resultou na
amplificacdo de fragmento dos DNA-A e -B com aproximadamente 1.200 e
400 nt, respectivamente (Figura 33). A amplificacdo foi forte para o DNA-B de
joa-de-capote e o DNA-A de feijao, e fraca para o DNA-B de feijao e 0o DNA-A
de joa-de-capote.

Os fragmentos de DNA-A e de DNA-B amplificados a partir de joa-de-
capote e de feijoeiro comum foram clonados em pKS+ e parcialmente
seqiienciados. As seqiiéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas com as
seqiiéncias dos componentes do TRMV e de outros geminivirus (Quadros 20 e
21). A seqiiéncia de nucleotideos do fragmento de DNA-A clonado a partir de
joa-de-capote apresentou alta homologia ao componente A do TRMV (99,8%),
enquanto a seqiliéncia de nucleotideos do fragmento de DNA-B ¢ apenas 71,3%
homoéloga ao componente B deste virus. O oposto ocorre com os fragmentos de
DNA clonados a partir de feijoeiro comum. Os fragmentos de DNA-A ¢ DNA-B
amplificados a partir deste hospedeiro apresentaram 72,2 ¢ 96,9% de homologia

aos componentes A e B do TRMV, respectivamente.
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Figura 32 - Deteccdo do Tomato rugose mosaic virus (TRMV) em plantas
inoculadas com o complexo viral TGV-UDbl por enxertia. (A) e (C),
DNA amplificado via PCR com os oligonucleotideos universais
PAL1v1978 e PAR1¢c496 a partir de plantas inoculadas com TGV-
Ubl; pUbl-49, clone RF obtido a partir de TGV-Ubl; (B) ¢ (D),
“Southern blot”: Detec¢do do fragmento de DNA amplificado a
partir componente A do TRMV pela sonda RFUb49-total, marcada
com digoxigenina e hibridizada a 68°C por 23 h com revelagdo por
3 h e 40 min.
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Figura 33 - DNA amplificado via PCR com os oligonucleotideos universais
PAR1c496 e PAL1v1978 (1 e 3) e PCRcl e PBL1v2040 (2 ¢ 4) a
partir de plantas de joa-de-capote (Physalis floridana) (1 e 2) e de
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) (3 e 4) coletadas em
Araguari, MG, em junho de 2000. M, marcador (“1 kb DNA

ladder™).

Quadro 20 - Porcentagem de homologia do fragmento do DNA-A amplificado a
partir de plantas de joa-de-capote e de feijoeiro comum com o
componente A do TRMV e de outros geminivirus

Virus Joa-de-capote Feijoeiro comum
TRMV -A 99,8 72,2
BGMV -A 78,1 -

PYMV -A - 77,8

TRMV, Tomato rugose mosaic virus (clone pUb1-49).
BGMV, Bean golden mosaic virus.

PYMV, Potato yellow mosaic virus.

(-) ndo determinado.
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Quadro 21 - Porcentagem de homologia do fragmento de DNA-B amplificado a
partir de plantas de joa-de-capote e de feijoeiro comum com o
componente B do TRMV e de outros geminivirus

Virus Joa-de-capote Feijoeiro comum
TRMV -B 71,3 96,9
TLCV -B 76,7 -

PYMV -B - 75,6

TRMV, Tomato rugose mosaic virus (clone pUb1-81).
TLCV, Tomato leaf curl virus.

PYMV, Potato yellow mosaic virus.

(-) ndo determinado.
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4. DISCUSSAO

A purificacdo bioldgica ¢ um passo fundamental para a caracterizagdo de
espécies e estirpes de virus. A observacdo de diferencas na severidade dos
sintomas em plantas de ‘Miller Early’ e de N. benthamiana inoculadas com o
complexo TGV-Ubl, por enxertia e via EVT, respectivamente, e a amplificacao
de fragmentos DNA de tamanhos diferentes a partir de plantas com severidade de
sintomas diferentes foi um forte indicativo de que o complexo TGV-Ubl era
composto de mais de uma espécie ou estirpe de geminivirus. A amplificagdo de
apenas um fragmento de DNA a partir de plantas com sintomas atenuados em
relagdo ao complexo original indicou que havia ocorrido a purificagdo bioldgica
dos virus presentes no complexo TGV-Ubl, pois quando os sintomas de infec¢ao
viral eram severos sempre se amplificavam dois fragmentos distintos de DNA.
Entretanto, ndo se deve generalizar essas observagdes, pois a purificacao
bioldgica de virus pode ser obtida e a amplificacio de DNA dos isolados puros
apresentar no gel bandas com o mesmo tamanho. Neste caso, a indicacdo da
existéncia de infec¢cdo mista serd baseada apenas em diferencas sintomatoldgicas.

Na transmissao viral via EVT, os fatores que podem ter contribuido para
a purificacdo biologica devem estar relacionados a aspectos tais como
concentragdo de particulas virais de cada virus na amostra ou no EVT, diferenca

de resisténcia das particulas virais expostas ao meio ambiente até que sejam
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introduzidas no interior de células hospedeiras, e introducdo ou nao das
particulas virais de cada virus no hospedeiro (MATTHEWS, 1991). Na
transmissdo viral por enxertia a purificagdo do complexo pode ter ocorrido
porque o apice caulinar estava naturalmente infectado com apenas um virus, ou
alternativamente, ao se trocar a cultivar hospedeira, um dos virus presente na
amostra pode ter apresentado uma melhor adaptagdo a planta desta nova cultivar.

A determinagdo da gama de hospedeiros ¢ fundamental para a
identificacao das plantas hospedeiras do virus, podendo indicar potenciais fontes
de indculo no campo e plantas cultivadas que poderdo ser infectadas por este
patdégeno. Os ensaios de gama de hospedeiros utilizando inoculagdo via EVT
demonstraram que a transmissdo do complexo TGV-Ubl por este método ¢
possivel, e que o hospedeiro N. benthamiana foi o mais adequado para se obter
infeccdo de todas as plantas inoculadas. A transmissdo do complexo TGV-Ubl
para tomateiro apresentou uma eficiéncia muito baixa, tendo sido observada
apenas em uma oportunidade onde 20% (2/10) dos tomateiros foram infectados
quando a inoculagcdo foi realizada via EVT (dado ndo apresentado). Estes
resultados sugerem a possibilidade de disseminacdo dos virus durante as
operagdes de tratos culturais e de colheita. Contudo, o método de inoculagdo por
EVT utilizado para geminivirus ¢ muito dréstico e, em tomateiro, a sua eficiéncia
¢ muito baixa. Além disto, considerando que no campo as condi¢des de
inoculacdo mecanica sdo menos favoraveis, pela auséncia de tampao apropriado
e a baixa freqiiéncia de inoculacdo, acredita-se que este mecanismo de
disseminagdo ndo tenha importancia epidemioldgica. Ainda por este método de
inoculagdo, o complexo TGV-Ubl infectou outras nove espécies e variedades do
género Nicotiana. Dentro deste género merece destaque o fato que sintomas de
infeccdo viral s6 foram observados em N. benthamiana, N. glutinosa e
N. clevelandii. Nas demais espécies e cultivares, a infeccao foi diagnosticada por
PCR e, em geral, os indices de infec¢do foram baixos. N. glutinosa e N. rustica
foram excegdes, porque em ambas os indices de infec¢do foram elevados, 90% e
100%, respectivamente, e porque algumas plantas de N. glutinosa e todas as

plantas de N. rustica permaneceram assintomaticas. A auséncia de sintomas na
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maioria das espécies e cultivares do género Nicotiana pode ser explicada pela
infeccdo viral ser causada por apenas um dos virus que compdem o complexo
TGV-Ubl. Em geral, tem sido observado que a infeccdo mista de geminivirus
aumenta a severidade e a complexidade dos sintomas em tomate (UMAHARAN
et al., 1998), em mandioca (PITA et al., 2001) e em plantas daninhas
(SAUNDERS et al., 2001; UMAHARAN et al., 1998). Outra hipotese ¢ que os
sintomas ndo aparecam em fases iniciais de desenvolvimento da planta, mas
sejam perceptiveis em fases finais do seu desenvolvimento, além do periodo de
avaliacdo utilizado neste trabalho. Os baixos indices de infec¢do das cultivares de
N. tabacum podem estar relacionados a possibilidade de os virus presentes no
complexo TGV-Ubl ndo serem bem adaptados a estes hospedeiros. Segundo
PETTY et al. (2000), geminivirus ndo adaptados ao hospedeiro podem apresentar
redu¢do na replicagdo do DNA viral. MORRA e PETTY (2000) verificaram que
geminivirus ndo adaptados ao hospedeiro podem nao ser capazes de colonizar o
mesofilo de folhas infectadas sistemicamente. Segundo estes autores, a infeccao
pode permanecer assintomdtica e a quantidade de células infectadas ser menor
porque a infeccdo fica restrita ao sistema vascular, o que diminui a quantidade de
DNA viral presente na folha. Estes fatos poderiam dificultar a deteccdo da
infec¢do por geminivirus e explicar os baixos indices de infeccdo em N. tabacum.
Finalmente, ¢ importante salientar que o complexo TGV-Ubl foi transmitido via
EVT para Nicandra physaloides (joa-de-capote), uma planta daninha comum em
campos de tomateiro e de outras culturas. Este resultado sugere que
N. physaloides pode ser uma possivel fonte de inoculo em condi¢des de campo.

A enxertia de tecidos infectados em plantas sadias ¢ um método mais
drastico de inoculagdo do que o EVT, pois apds a cicatrizagdo dos tecidos
colocados em contato, grande quantidade de inoculo viral ¢ transportada até
células sadias do hospedeiro inoculado diretamente via floema. Por isso, quando
a enxertia apresenta um crescimento satisfatorio dos tecidos, os resultados de
infec¢do positiva devem ser consideradas com critério. Neste caso a inoculagdo
deve ser realizada utilizando-se outros métodos, por exemplo EVT e biobalistica.

Entretanto, a inocula¢do por enxertia ndo implica necessariamente na quebra da
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resisténcia da planta. GODINEZ-HERNANDEZ et al. (2001) avaliaram plantas
de pimenta resistentes ao PHV pela inoculagdao deste virus pelos métodos de
enxertia e biobalistica, ¢ observaram que as plantas evidenciaram a sua
resisténcia, provavelmente ao movimento viral, utilizando-se os dois métodos.
Por outro lado, resultados negativos de infeccao sistémica em plantas avaliadas
quanto a sintomatologia e via PCR sdo uma indica¢cdo de que o floema da planta
ndo ¢ infectado pelo virus testado, pois em geral o floema e as células a ele
associadas sdo os principais tecidos infectados pelos geminivirus.

Neste trabalho, a enxertia foi realizada apenas com solanaceas, a fim de
aumentar a frequéncia de sucesso da enxertia e complementar os resultados
obtidos com a inoculagdo via EVT. As sete espécies e cultivares do género
Nicotiana testadas apresentaram sintomas de infec¢@o pelo complexo TGV-Ubl,
mas a utilizagdo deste método de inoculagdo ndo alterou a gama de hospedeiros
do complexo. A observacdo de sintomas em plantas de Nicotiana inoculadas com
o complexo TGV-Ubl, no qual a infeccdo ¢ mista, refor¢a a hipdtese de que as
plantas assintomaticas apds a inoculacdo via EVT apresentam infeccdo por
apenas um dos virus presentes no complexo viral. Contudo, a anélise da infecc¢ao
via PCR ndo possibilitou a confirmag¢do da presenga de dois tamanhos de
fragmentos de DNA. Utilizando-se a técnica de enxertia determinou-se que
D. stramonium e S. tuberosum foram infectadas pelo complexo TGV-Ubl. Este
resultado sugere que provavelmente estas espécies vegetais pertencem a gama de
hospedeiros natural deste complexo viral. Entretanto, estas espécies nao foram
testadas pela inoculacdo via EVT e nem por outro método de inoculagdo devido a
falta de plantas adequadas para a inoculagdo durante o periodo de realizacdo do
teste de gama de hospedeiro. A infec¢do de S. fuberosum sugere que este
complexo viral pode infectar outras culturas de elevado valor econdmico, e a
infeccdo em D. stramonium sugere que esta planta daninha, comum em campos
de tomateiro, pode ser uma das fontes de indculo em condigdes de campo. A
inoculagcdo do complexo TGV-Ubl por enxertia em plantas de pimentdo ‘Casca
Dura lkeda’, pimenta ‘Malagueta’, jild6 ‘Verde Claro Comprido’, berinjela

‘Embu’, P. floridana e S. nigrum, ndo resultou em infeccdo sistémica em
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nenhuma das repeticdes. Nao se observou nenhum sintoma de infeccao viral, e a
analise via PCR ndo detectou DNA viral nas folhas do apice de nenhuma das
plantas destas espécies. O desenvolvimento do enxerto infectado com o
complexo viral foi normal em todas as repeticdes. Portanto, estes resultados
sugerem que estas plantas nao sdo hospedeiras ou sdo resistentes ao complexo
TGV-Ubl, pois a possibilidade de replicagdo dos virus presentes no complexo
viral nas células das folhas inoculadas nao foi avaliada (GODIMEZ-
HERNANDEZ et al., 2001; GARRIDO-RAMIREZ et al., 2000).

Recentemente, AMBROZEVICIUS (2000) estudou o isolado TGV-Ig,
obtido de tomateiros cultivados em Igarapé, MG. Segundo esta autora, a gama de
hospedeiros do isolado TGV-Ig inclui plantas de pimentdo (C. annuum), sendo
possivel a infeccdo sistémica desta hospedeira pela inoculagcdo do TGV-Ig via
EVT. Esta caracteristica bioldgica do isolado TGV-Ig ¢ diferente da propriedade
do complexo TGV-Ubl. Comparando a gama de hospdeiro do TGV-Ig e os
resultados da gama de hospedeiros do TGV-Ubl, percebe-se que os dois
infectaram sistemicamente tomateiro ‘Santa Clara’, ‘Miller Early’ e ‘Rutgers’,
D. stramonium, Nicandra physaloides, Nicotiana benthamiana, N. glutinosa, e
N. tabacum ‘Havana 425°, ‘Xanth1’, ‘Sansum’, e “TNN’. Uma pequena diferenga
pode ser observada quanto ao padrdo de sintomas: o complexo TGV-Ubl causa
com maior frequéncia o surgimento de pigmentos amarelados, observacdo que
pode facilitar o digndstico da infec¢ao causada por este complexo em condicdes
de campo.

Na cultura do tomate no Brasil, 6 viroses distintas transmitidas por
mosca-branca ja foram descritas (COSTA et al., 1975). A gama de hospedeiros
do complexo TGV-Ubl testada neste trabalho ¢ similar a gama dos virus
causadores destas 6 viroses nas espécies vegetais N. glutinosa, N. tabacum
‘TNN’, L. esculentum, D. stramonium ¢ P. floridana. Além disto o TGV-Ubl
possui em comum com estes virus o fato de ser transmitido por mosca-branca,
pois o complexo TGV-Ubl foi coletado a partir da captura de moscas-brancas
vetoras no campo. Em relagdo ao TGMV, o TGV-Ubl possui em comum a

propriedade de ser transmitido via EVT.
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Os métodos de inoculagdo utilizados neste trabalho sdo importantes
experimentalmente, mas em condi¢des de campo ndo devem contribuir
significativamente para a disseminagdo do TGV-Ubl. A inoculacdo das plantas
da gama de hospedeiros também poderia ter sido realizada via biobalistica. Neste
método, o DNA viral é colocado diretamente nas células do floema, resultando
em alta eficiéncia de inoculacdo. Entretanto, este também ndao ¢ um método de
disseminac¢do natural de virus de plantas. A gama de hospedeiro do TGV-Ig foi
ampliada, talvez de forma artificial, utilizando-se este método de inoculagdo
(AMBROZEVICIUS, 2000).

No trabalho com o complexo TGV-Ubl, a infectividade de clones de
geminivirus foi determinada utilizando-se a biobalistica. A inoculacdo também
poderia ter sido realizada utilizando-se o vetor natural do complexo TGV-Ubl, a
mosca-branca (B. tabaci) (FERNANDES et al., 1997). Do ponto de vista
epidemiologico e da disseminacdo do virus nas condi¢des de campo, este seria o
método recomendado para determinar a gama de hospedeiros de qualquer isolado
de begomovirus. Este tipo de transmissdo provavelmente representaria a gama de
hospedeiros natural do TGV-Ubl. Contudo, durante a manutencao destes insetos
em ambientes isolados pode ocorrer o escape de adultos de mosca-branca para o
meio exterior, razao pela qual elas ndo foram utilizadas neste estudo.

Apesar dessas ressalvas, os dois métodos de inoculacdo testados neste
trabalho apresentaram resultados consistentes, pois somente plantas de
Solanaceae foram infectadas sistemicamente. Esses resultados sugerem que a
gama de hospedeiros natural do complexo TGV-Ub] estd restrita a essa familia.

A clonagem da forma replicativa de geminivirus baseada no método de
GILBERTSON et al. (1991) foi adequada para a obtencao de clones com inserto
de DNA de aproximadamente 2.600 nt a partir de DNA extraido de plantas de
tomate infectadas com o complexo TGV-Ubl. A maior dificuldade desta
estratégia foi a obtencdo de preparacdes com quantidade de DNA detectavel em
gel de agarose, pois a visualizagdo de bandas no gel foi fundamental para a
estimativa das quantidades de DNA a utilizar na reagdo de ligagdo entre a RF do

geminivirus e o vetor pKS+, ambos linearizados.
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A comparagdo de seqiiéncias de nucleotideos de clones selecionados ao
acaso, para os diferentes sitios de clonagem utilizados, com seqiiéncias
depositadas no GenBank, indicou que 9 dos 11 clones seqilienciados possuiam
homologia significativa a geminivirus, mas também existiam clones homdlogos a
DNA de origem vegetal. Entre clones da RF de geminivirus, também ficou
evidente a existéncia de clones com homologia significativa ao componente A ou
ao componente B de begomovirus.

A andlise comparativa das seqiiéncias completas dos componentes virais
clonados em pUbl-49, pUbl-62 e pUblI-81 com as seqiiéncias de outros
geminivirus revelaram que os componentes virais possuem identidade
significativa e caracteristicas moleculares tipicas de geminivirus, com
organizagdo gendmica tipica dos componentes de begomovirus, porém nao
alcancando 90% de homologia de seqiiéncia com nenhum begomovirus
previamente caracterizado. Entre os membros desse género, identidade de
seqiiéncia superior a 90% constitui critério de classificagdo dos virus como
estirpes, enquanto a identidade de seqiiéncia entre componentes virais inferior a
90% ¢ suficiente para classificacdo em espécies (RYBICKI, 1994; PADIDAM et
al., 1995; VAN REGENMORTEL et al., 2000). Baseado nesse critério
taxonOmico, os clones pUbl1-49, pUbl-62, e pUbl1-81 podem ser considerados
componentes de novos begomovirus ainda ndo caracterizados. Os clones
pUbl1-49 e pUbl-81, por possuirem regido comum com homologia altamente
significativa, constituem o genoma de um novo begomovirus, denominado
Tomato rugose mosaic virus (TRMV). Esses clones foram infecciosos em
L. esculentum e N. benthamiana. O clone pUbl-62 possui a RC distinta do
TRMV e de outros begomovirus. Considerando-se este critério, a baixa
identidade de seqiiéncia de nucleotideos e a ndo formagdo de pseudo-
recombinante com o TRMV, pode-se dizer que este componente B também deve
pertencer a uma nova espécie de begomovirus ainda ndo descrita, e que ele deve
possuir um componente A cognato ainda ndo identificado.

Nas arvores filogenéticas das seqiiéncias de nucleotideos de geminivirus,

o TRMV e o componente viral clonado em pUb1-62 ocupam uma posicdo entre
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os begomovirus do hemisfério ocidental. A distribui¢do de identidade da
seqiiéncia de aminoacidos da proteina capsidial (AV1) e da proteina de
movimento (BC1) foi similar aquela observada para a seqiiéncia completa de
nucleotideos dos componentes virais. Assim, também, a filogenia das proteinas
ACl1, AC2, AC3 e BV1 (dados nao apresentados) classificou o novo geminivirus
e o componente viral clonado em pUbl-62 como espécies distintas do género
Begomovirus do hemisfério ocidental. Além disto, as analises filogenéticas das
seqiiéncias completas de nucleotideos e dos aminoacidos das ORFs preditas para
os genomas do TRMV-A, TRMV-B e do RFUb1-62 sugerem que estes virus se
originaram aproximadamente na mesma época que surgiram o TGMV e o
BGMV-BR. Portanto, estas andlises sdo consistentes com a hipotese de que os
virus clonados do complexo TGV-Ubl estavam em plantas silvestres ou
cultivadas e foram transferidos para o tomateiro pelo bidtipo B de B. tabaci
introduzido recentemente no Brasil.

As hibridizagdes realizadas com as sondas TGV-BZ-A-EcoRI e
pTG1.4B (Quadro 1) a 58°C objetivaram determinar dentre os 87 clones obtidos
neste trabalho aqueles que possuem insertos de DNA com homologia
significativa a geminivirus. Os resultados apresentados no Quadro 15 mostram
que 55 clones hibridizaram com pelo menos uma destas sondas, mas deve-se
salientar que 22 clones ndo foram testados com a sonda TGV-BZ-A-EcoR L
Entretanto, a identidade dos 55 clones deve ser confirmada utilizando-se outras
sondas, pois o clone pUb1-50 hibridizou com a sonda TGV-BZ-A-EcoRI mas
este DNA ndo pertence a geminivirus: a sua seqiiéncia de nucleotideos tem
homologia significativa com DNA mitocondrial. Outro aspecto a ser considerado
¢ que alguns clones hibridizaram com as duas sondas. Estes fatos estdo em
acordo com a expectativa de que as hibridizacdes apresentavam baixa
especificidade, suficiente apenas para distinguir DNA de geminivirus de DNA do
tomateiro, na maioria dos casos.

As hibridizagdes realizadas com as sondas Ub62(Ncol-Hindlll) e
Ub49(A1-496) a 68°C objetivaram identificar dentre os 87 clones aqueles que

possuem identidade igual aos clones pUb1-62 e pUb1-49, respectivamente, pois
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nestas condi¢des de hibridizagdo estas sondas foram especificas, discriminando
entre os genomas testados (Figuras 30 e 31). Por exemplo, nas condigdes de
hibridizagdo e deteccao utilizadas neste trabalho, a sonda Ub62 (Ncol-HindIIl)
detectou o clone pUbI-62 mas nao detectou pUbI-81. A sonda Ub49 (A1-496)
detectou o componente A do TRMV mas ndo detectou o DNA do isolado
TGV-Ubl-peq. Portanto, pode-se afirmar que 16 clones possuem alta homologia
a pUb1-62, enquanto que, por exclusdo, 5 clones devem possuir alta homologia
com o pUbl-81, partindo-se do principio que apenas dois geminivirus estavam
presentes no complexo TGV-Ubl. A hibridizacdo com a sonda Ub49 (A1-496)
indicou que 29 dos clones obtidos apresentam alta homologia ao clone pUb1-49,
e que dois destes, pUbl-01 e pUbl-55 apresentaram, para bandas de mesma
intensidade no gel de agarose, um menor nivel de deteccdo por esta sonda, num
mesmo ensaio e condi¢gdes de hibridizagao.

Além destes aspectos, observa-se que os clones pUbl-25 a -48 ¢
pUbl-60 e -69 ndo hibridizaram com nenhuma das duas sondas para o
componente B, nem com a sonda Ub49 (A1-496), especifica para o componente
A do TRMV. E importante salientar que estes 22 clones nio foram testados
quanto a hibridizagdo em condi¢des de baixa especificidade com uma sonda para
o componente A. Por exemplo, o clone pUb1-70 nao foi detectado por nenhuma
das duas sondas para o componente B, porém foi detectado pela sonda
TGV-BZ-A-EcoRl em condi¢des de baixa especificidade e pela sonda
Ub49 (A1-496) em condicdes de alta especificidade, o que indica que ele possui
alta homologia de seqiiéncia com o clone pUb1-49. Estes resultados sugerem a
possibilidade de que os clones pUB1-25 a -48 e pUbl1-60 ¢ -69 podem conter
inserto de DNA de geminivirus.

O teste de infectividade do clone pUbl-G1 (1,8 copia de pUbl-49)
combinado com os clones pUbl-G4 (1,8 copia de pUbl-81) ou pUbl-G7
(1,5 copia de pUbl-62) em N. benthamiana e em L. esculentum ‘Santa Clara’
demonstrou que os clones pUbl-G1 e pUbl-G4 foram capazes de produzir
infeccdo sistémica nos dois hospedeiros apos inoculagdo via biobalistica. Os

clones pUbl1-G1 e pUbl1-G7 ndo causaram infec¢do sist€émica em nenhum dos
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hospedeiros testados, mas a analise via PCR indicou infeccdo no local de
bombardeamento do DNA em tomateiro ‘Santa Clara’. Assim, a infeccao
sistémica causada pelos clones pUb1-G1 e pUb1-G4 (TRMV) em 29,2% e 25%
das plantas de N. benthamiana e de tomateiro ‘Santa Clara’, respectivamente,
demonstra que estes clones sdo infecciosos. Os sintomas causados nos dois
hospedeiros foram menos severos do que os causados pelo complexo TGV-Ubl.
Os sintomas causados pelo TRMV em tomateiro ‘Santa Clara’ foram
semelhantes aos sintomas causados pela infeccdo dos isolados puros
TGV-Ubl-Enx-11 e -Enx-13 em tomateiro ‘Miller Early’ e do isolado puro
TGV-Ubl-peq em ‘Santa Clara’.

Esses resultados sdo consistentes com a classificacdio do TRMV como
um begomovirus com dois componentes genomicos, € indicam que o
componente B clonado em pUb1-62 necessita de um componente A cognato para
infeccdo e desenvolvimento de sintomas sistémicos. Os resultados demonstram
também que o componente B de pUb1-62 nao forma pseudo-recombinante com o
componente A do TRMV. A nao formagdo de pseudo-recombinante e o fato de a
sintomatologia causada pela infeccdo de tomateiro e de N. benthamiana pelo
TRMV apresentar sintomas de menor severidade sugerem que para a ocorréncia
dos sintomas severos causados pelo complexo TGV-Ubl nestes dois hospedeiros
seja necessario que pelo menos dois virus estejam infectando a mesma planta
hospedeira. Estes resultados concordam com as observacdes de amplificagdo de
dois fragmentos de DNA de diferentes tamanhos a partir do complexo TGV-Ubl
e asseguram que este complexo viral causa infeccdo mista de geminivirus em
tomateiro.

A recombinacdo e a pseudo-recombinagdo € possibilitada pela ocorréncia
de infeccoes mistas (LAZAROWITZ, 1991; HARRISON et al., 1997;
HARRISON e ROBINSON, 1999; ROYE et al., 1999). O aumento da severidade
e da complexidade dos sintomas devido a infec¢cdes mistas e pelo surgimento de
recombinantes foram observadas em tomateiro (UMAHARAN et al., 1998;
TORRES-PACHECO et al., 1996) e em mandioca (PITA et al., 2001). Assim,

considerando os resultados deste trabalho, ¢ razoavel supor que em condigdes de
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campo poderd ocorrer o surgimento de uma nova espécie ou estirpe de
begomovirus, mais adaptada ao tomateiro e aumentando a severidade dos
sintomas ou danos ao tomateiro, a partir de eventos de recombinacdo entre os
geminivirus presentes no complexo TGV-Ubl ou com outros isolados de
geminivirus associados ao tomateiro na regido do Tridngulo Mineiro
(Capitulo 2). Esta nova espécie ou estirpe poderd aumentar a severidade desta
virose em tomateiro, como foi observado em tomateiro em Trinidad e Tobago
(UMAHARAN et al., 1998) e em mandioca em Uganda (PITA et al., 2001).

Os ensaios de transmissdo do TRMV via EVT demonstraram que este
virus pode ser transmitido por este método de inoculagdo. Os sintomas de
infeccdo foram discretos, apresentando poucas alteracdes em relacdo as plantas
sadias utilizadas como controle, e para a maior parte das plantas infectadas a
infeccdo s6 foi detectada pela analise via PCR. O complexo TGV-Ubl foi
transmitido para 100% das plantas testadas, fato comum na maioria das
inoculagdes realizadas com este complexo durante a conducdo deste trabalho,
enquanto o TRMV foi transmitido para no maximo 40% das plantas testadas,
podendo significar que quando a infec¢ao € simples a eficiéncia da transmissdo ¢
menor, talvez pelo fato da concentracdo de particulas virais na planta infectada
ser mais baixa.

A inoculacdo por enxertia de S. tuberosum com o TRMV demonstrou
que este virus pode infectar esta hospedeira, concordando com a infeccao desta
hospedeira pelos dois virus que compdem o complexo TGV-Ubl (item 3.2.1.2).
Da mesma forma que a infec¢ao pelo TRMV em tomateiro e em N. benthamiana,
os sintomas causados pelo TRMV em S. tuberosum foram menos severos do que
os observados quando a infeccdo era causada pelo complexo TGV-Ubl. O
mesmo comportamento foi observado para a infeccdo de D. stramonium pelo
TRMV e pelo complexo TGV-Ubl. Estes resultados sugerem que o TRMV tem
potencial para infectar plantas do S. tuberosum e D. stramonium em condi¢oes de
campo.

A provavel gama de hospedeiros do TRMV foi determinada

indiretamente pela hibridiza¢do da sonda RFUb49-total a 68°C com fragmentos

111



de DNA amplificados de plantas infectadas com o TGV-Ubl durante os ensaios
de gama de hospedeiro deste complexo viral (item 3.2.1). O TRMV foi detectado
em todas as 41 plantas infectadas com TGV-Ubl por meio de enxertia, a maioria
cultivares de N. tabacum, indicando que o TRMV pode infectar esta espécie
vegetal. O TRMV também foi detectado em todas as espécies e cultivares de
plantas infectadas com o TGV-Ubl quando inoculado via EVT, mas nao em
todas as repeticdes das espécies N. benthamiana, N. clevelandii, e N. glutinosa.
Este fato ¢ interessante porque estas repeticdes negativas para a presenca do
TRMV (com base na observagdo de sintomas) apresentavam infec¢do por
geminivirus quando analisadas via PCR. A nao hibridizacdo com a sonda
RFUDb49-total a 68°C sugere que elas poderiam ter uma infeccdo simples por
TGV-Ubl-peq, outro geminivirus presente no complexo TGV-Ubl e purificado
biologicamente durante este trabalho. Nestas condi¢des de hibridizacdo, a sonda
RFUDb49-total foi especifica para o componente A do TRMV (Figura 29).

Os resultados obtidos sugerem que o TRMV possui a mesma gama de
hospedeiros que o complexo TGV-Ubl, mas deve-se mencionar que, por falta de
amostras, ndo se examinou nestes ensaios a possibilidade do TRMV infectar
Nicandra physaloides.

A andlise via PCR de plantas de joa-de-capote (N. physaloides) e de
feijoeiro comum (P. vulgaris) coletadas proximas a lavouras de tomate no
Tridangulo Mineiro indicou que estas plantas poderiam estar infectadas por
geminivirus. A comparacdo das seqiiéncias de nucleotideos dos clones de
fragmentos de DNA-A e de DNA-B obtidos a partir destas plantas confirmou a
presenca de geminivirus, e sugeria a existéncia de espécies do género
Begomovirus. Os resultados demonstraram que o fragmento de DNA-A clonado
de joa-de-capote e de DNA-B clonado de feijoeiro comum apresentam indices de
homologia significativa, acima de 96%, com os componentes A ¢ B do TRMV,
respectivamente, sugerindo que o TRMV ou uma estirpe deste virus pode
infectar estes hospedeiros em condi¢des de campo. Durante os trabalhos de gama
de hospedeiros aqui conduzidos ndo se obtiveram feijoeiros infectadas pelo

complexo TGV-Ubl. Estes resultados sugerem que o feijoeiro comum pode
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pertencer a gama de hospedeiros do TRMV quando a disseminagdo do virus ¢é
realizada pela mosca-branca vetora, possibilidade consistente com a observagao
da infec¢ao do feijoeiro ‘Emgopa Ouro 201’ pelo complexo TGV-Ubl durante a
sua coleta, quando este complexo foi inoculado em feijoeiro por moscas-brancas
(REZENDE et al., 1996). Os resultados aqui apresentados também sugerem que
os componentes gendmicos do TRMV ocorrem em infeccdo mista com outro
geminivirus ou sdo replicados por outros componentes genOmicos nao
identificados. Como uma das hospedeiras nas quais se identificou um dos
componentes do TRMV pertence a Solanaceae, ¢ possivel que estes outros
geminivirus também possam infectar o tomateiro ou outras solanaceas cultivadas.
Além disto, os resultados reforcam a idéia de que os geminivirus que estdo
ocorrendo em tomateiro no Brasil estavam presentes na vegetacao nativa e foram
introduzidos, disseminados e mantidos em culturas de tomateiro devido a
ocorréncia do biétipo B de B. tabaci (LOURENCAO e NAGAI, 1994; FRANCA
et al., 1996; HAIJI et al., 1996; RIBEIRO et al., 1998). Isolados de geminivirus
que infectam o tomateiro, outras culturas e plantas daninhas também foram
detectados em Trinidad e Tobago (UMUAHARAN et al., 1998) e no México e
EUA (TORRES-PACHECO et al., 1996), concordando com as observagdes aqui
registradas. Em conjunto, estes resultados sugerem que plantas silvestres e outras
plantas cultivadas podem ser fonte de indculo primario para ocorréncia de
epidemias de geminivirus na cultura do tomate, principalmente quando existe a

presenca do inseto vetor.
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CAPITULO 2

DIVERSIDADE GENETICA DE GEMINIVIRUS ASSOCIADOS AO
TOMATEIRO NA REGIAO DO TRIANGULO MINEIRO

1. INTRODUCAO

No Brasil, geminivirus em tomateiro foram estudados pela primeira vez
em 1975, no Estado de Sao Paulo (MATYIS et al., 1975), mas sempre foram
considerados de reduzida importancia economica devido a sua baixa incidéncia
nesse hospedeiro. Entretanto, nos ultimos anos, a ocorréncia de geminivirus
causando danos econdmicos em tomateiros foi relatada em diversos Estados
brasileiros (RIBEIRO et al., 1994; REZENDE et al., 1996; RIBEIRO et al.,
1996; ZERBINI et al., 1996; FARIA et al.,, 1997; BEZERRA et al., 1997;
BEZERRA et al., 1998; SANTOS et al., 1998).

Em Minas Gerais, além das duas novas espécies de geminivirus descritas
em tomateiro, o Tomato clorotic mosaic virus (TCMV) (AMBROZEVICIUS,
2000) e o Tomato rugose mosaic virus (TRMV) (Capitulo 1), a caracterizagdo
parcial de outros isolados virais indicou a existéncia de pelo menos duas outras

novas espécies (AMBROZEVICIUS, 2000; Capitulo 1). A existéncia de um alto
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grau de diversidade genética de geminivirus em tomateiro no Brasil j4 havia sido
sugerida em 1975 por COSTA et al., que relataram a existéncia de seis virus
distintos transmitidos por Bemisia tabaci a este hospedeiro. Recentemente,
RIBEIRO et al. (2002) analisando filogeneticamente as seqiiéncias de
nucleotideos de fragmentos de DNA de geminivirus que infectam o tomateiro no
Brasil, concluiram que existem pelo menos cinco espécies de begomovirus
infectando este hospedeiro no pais. Segundo estes autores, dois destes
geminivirus sdo encontrados exclusivamente no Nordeste, dois sdo encontrados
exclusivamente em Estados da regido Sudeste e um foi encontrado em ambas as
regides. Situacdo oposta foi observada em relagdo a diversidade de BGMV-Br
em feijoeiro no Brasil. FARIA e MAXWELL (1999) analisaram seqiiéncias de
geminivirus clonadas a partir de amostras de feijoeiro com sintomas tipicos de
mosaico dourado coletadas nas principais regides brasileiras de produgdo de
feijdo e concluiram que as amostras continham geminivirus com seqiiéncia
altamente semelhantes a8 do BGMV-Br, indicando a existéncia de um baixo grau
de diversidade genética entre os isolados desse virus no Brasil.

No continente americano, até o inicio da década de 80, begomovirus
causavam danos econdmicos principalmente na producdo de leguminosas,
enquanto apenas casos isolados e ndo significativos eram relatados em lavouras
de tomate. Atualmente, regides produtoras de tomate no Brasil, Venezuela, em
diversos paises da América Central e do Caribe, México e Estados Unidos t€ém
sofrido os efeitos de uma alta incidéncia de begomovirus, acarretando grandes
perdas na producao (POLSTON e ANDERSON, 1997).

Dentre os geminivirus transmitidos para o tomateiro por cigarrinhas,
encontram-se o Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV) (BRIDDON et al.,
1996) e o Beet curly top virus (BCTV) (STANLEY et al., 1986). Os geminivirus
transmitidos por mosca-branca incluem o TGMV, TYLCV, Tomato mottle virus
(ToMoV), Tomato yellow dwarf virus (TYDV), Tomato yellow mosaic virus
(TYMV), Tomato leaf crumple virus (TLCtV), Pepper huasteco virus (PHV) e
Chino del tomate virus (CdTV) (POUR et al., 1991; ABOUZID et al., 1992;
PAPLOMATAS et al., 1994). Muitos desses virus estao restritos a certas regioes,
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como o ToMoV na Florida, EUA, ¢ o TYMV na Venezuela. No México,
entretanto, diversos geminivirus podem ser encontrados em tomateiro, inclusive
em infecgOes mistas. A ocorréncia de infecgcoes mistas favorece a evolugao dos
geminivirus, facilitando a ocorréncia de recombinagdo e pseudo-recombinagdo
entre os diferentes componentes genomicos.

Além das diversas espécies de geminivirus que infectam o tomateiro,
uma outra fonte de variacdo seriam os geminivirus que infectam plantas daninhas
e silvestres, que podem ser transferidos para o tomateiro por meio do bidtipo B
de B. tabaci. Um exemplo de um reservatdrio natural de geminivirus ¢ Sida
rhombifolia, a partir da qual plantas agronomicamente importantes seriam
infectadas. De fato, a caracteriza¢do biologica do Sida golden mosaic virus da
Costa Rica (SiGMV-Co) revelou que este virus ¢ capaz de infectar o tomateiro e
o feijoeiro. Vérios relatos podem ser encontrados na bibliografia associando
infeccoes de geminivirus a presenca de plantas daninhas nas lavouras
(CREAMER et al., 1996; ROYE et al., 1997, UMAHARAN et al., 1998;
SANCHEZ-CAMPOS et al., 1999).

O conhecimento da diversidade genética de um virus ocorrendo em uma
determinada area ¢ importante para definir estratégias de controle corretas a
serem adotadas. Por exemplo, o TYLCV-Sr ocorria no sudoeste da Espanha
desde 1992 causando epidemias severas em culturas de tomate (MORIONES et
al., 1993). O TYLCV-Is foi relatado nesta area em 1997 (NAVAS-CASTILHO
et al., 1997). Embora causem sintomas praticamente iguais em tomateiro,
TYLCV-Sr e TYLCV-Is constituem na realidade duas espécies distintas do
género Begomovirus: os isolados de TYLCV-Sr e TYLCV-Is caracterizados na
Espanha apresentam 78% de homologia de seqiiéncia para o DNA-A
(SANCHEZ-CAMPOS et al.,, 1999). Estudando a epidemia destes virus em
tomatais desta regido, estes autores observaram um rapido deslocamento do
TYLCV-Sr deste nicho ecologico e a predominancia do TYLCV-Is em lavouras
de tomate da regido de Malaga, no sudoeste da Espanha. Considerando que o
desenvolvimento de cultivares resistentes ¢ a melhor opcdo para o controle desta

virose e que existem diferengas no comportamento de linhagens de tomate
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melhorado em relagdo as diferentes espécies de TYLCV (FARGETTE et al.,
1996), percebe-se a importancia da caracterizacdo da diversidade genética para o
controle da virose.

A diversidade genética em virus pode ser gerada por mutacao,
recombinacdo, rearranjo de componentes genomicos (pseudo-recombinagdo) ou
aquisicdo (transferéncia horizontal) de genes. A recombinacdo pode conferir
vantagens seletivas na evolugdo de espécies, géneros ou familias de virus
(HOLLAND, 1998). A recombinacao ¢ um dos mecanismos de ocorréncia mais
freqiiente em geminivirus. Analisando seqiiéncias completas de nucleotideos de
64 geminivirus, PADIDAM et al. (1999) obtiveram evidéncias que a
recombinacdo interespecifica resultou em um alto grau de diversidade genética
entre geminivirus. Por exemplo, a seqiiéncia de nucleotideos do PHV indica que
esse virus ¢ o resultado de recombinacdo entre geminivirus do “Velho Mundo”
(ACMV) e do “Novo Mundo” (ToMoV) (TORRES-PACHECO et al., 1993).

A existéncia de dois componentes gendmicos na maioria dos
begomovirus possibilita um mecanismo alternativo para obtencdo de
variabilidade genética, o rearranjo de componentes entre virus distintos (pseudo-
recombinacao). Estes pseudo-recombinantes podem ser obtidos artificialmente in
vivo utilizando-se clones dos componentes A e B, conforme obtido por
GILBERTSON et al. (1993) para o ToMoV e o BDMV, ou podem ocorrer
naturalmente no campo, conforme verificado por PAPLOMATAS et al. (1994)
em plantas de tomate infectadas pelo TLCrV.

Experimentos com pseudo-recombinantes sdo também ferramentas
importantes no estudo de funcdes de genes e podem revelar relagdes
filogenéticas, como ¢ o caso da mistura de componentes gendmicos do BGMV-
PR/DR e BGMV-BR, que possuem homologia de seqiiéncia de nucleotideos
inferior a 75% e ndo formam pseudo-recombinantes infecciosos (GILBERTSON
et al., 1993). Geminivirus com regidoes comuns (RC) suficientemente similares
podem formar pseudo-recombinantes infecciosos, mas freqiientemente os
pseudo-recombinantes reciprocos apresentam diferencas na replicacdo e infegdo

sistémica, como no caso da pseudo-recombinacdo entre o DNA-A do
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BGMV-PR/DR ¢ DNA-B do BGMV-PR/GA (Faria et al., 1994, citados por
FARIA e ZERBINI, 2000).

Evidéncias diretas do papel da recombinagdo e pseudo-recombinac¢do na
evolucdo de geminivirus e sua adaptacdo a novos hospedeiros foram obtidas por
HOU e GILBERTSON (1996) utilizando um pseudo-recombinante formado pelo
DNA-A do ToMoV e DNA-B do BDMV. Esse pseudo-recombinante, embora
infeccioso, apresentava acimulo reduzido do DNA-B em relacdo ao DNA-A, e
induzia sintomas atenuados em N. benthamiana. Entretanto, apos trés passagens
via extrato foliar tamponado nesse hospedeiro, os sintomas tornaram-se idénticos
aos produzidos pelo ToMoV e o nivel do DNA-B tornou-se igual ao do DNA-A.
A andlise das RC’s dos DNAs -A e -B do pseudo-recombinante provou a
ocorréncia de recombinagdo intermolecular na RC do DNA-B do BDMYV,
tornando-a a mesma da RC do DNA-A do ToMoV e permitindo que o DNA-B
fosse reconhecido com 100% de eficiéncia pela proteina REP do ToMoV.

Analisando a seqiiéncia parcial de nucleotideos do componente A de
isolados de begomovirus de feijoeiro, FARIA e MAXWELL (1999) verificaram
a existéncia de um baixo grau de diversidade genética entre os fragmentos de
DNA amplificados a partir de geminivirus presentes em plantas com sintomas
tipicos de mosaico dourado coletadas nas principais regides produtoras de feijdo,
localizadas em sete Estados brasileiros, indicando que o BGMV destas regides
pode ser considerado uma unica popula¢do. Entretanto, varias estirpes do
BGYMV (Bean golden yellow mosaic virus, anteriormente denominado BGMV
Tipo II) foram bem caracterizadas (ex. BGYMV-GA, -DR, -PR, e -MX), com
diferencas na seqiiéncia de nucleotideos, sintomatologia e formagdo de pseudo-
recombinantes infecciosos (FARIA et al., 1994; GILBERTSON et al., 1991b;
GARRIDO-RAMIREZ et al., 2000). Em contraste, isolados da mesma estirpe do
BGYMYV possuem um alto grau de identidade de seqiiéncia (> 95%) na regido
mais varidvel do componente B, propriedades bioldgicas similares, e
freqlientemente ocorrem na mesma regido geografica (FARIA e MAXWELL,
1999, GILBERTSON et al., 1991b; GARRIDO-RAMIREZ et al., 2000).
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Entre geminivirus que infectam o tomateiro e outras culturas, a situagao
¢ distinta. A detec¢do de begomovirus em amostras de tomate, pimentao e outras
hortali¢as coletadas no México e nos Estados Unidos revelou a ocorréncia de
varias espécies distintas infectando estas culturas (TORRES-PACHECO et al.,
1996). Analisando a seqiiéncia de nucleotideos de isolados que apresentavam
diferencas de sintomatologia em uma mesma espécie hospedeira ou que
infectavam plantas de espécies diferentes, os autores detectaram a ocorréncia de
diferentes espécies e estirpes de begomovirus infectando tomate e pimentao,
alguns com distribuicdo generalizada na drea amostrada e outros restritos a
determinadas regides geograficas. Segundo os autores, as plantas de tomate
apresentavam infeccdo por diferentes virus, com a ocorréncia de infecg¢des
simples e mistas.

Estudando a identidade, a diversidade e a gama de hospedeiros de
geminivirus em sete culturas e oito espécies de plantas daninhas de
12 localidades agricolas de Trinidad e Tobago, UMAHARAN et al. (1998)
verificaram que a ocorréncia de infec¢cdes mistas de begomovirus era comum,
com oito dentre nove espécies de plantas mostrando evidéncias de infeccao
mista. Estes autores verificaram que a incidéncia de mais de um begomovirus
causando sintomas complexos em plantas cultivadas era freqiiente, sendo mais a
regra do que a excecdo. Os resultados demonstraram que os begomovirus
possuem uma ampla gama de hospedeiros, podendo infectar um nimero variado
de plantas cultivadas, tais como tomate, pimenta, quiabo e feijdo durante as
estacdes de cultivo, e sobrevivendo em plantas daninhas durante os periodos de
entressafras. O seqiienciamento de clones infecciosos indicou a existéncia de
begomovirus originados pela recombinacao entre diferentes espécies.

A diversidade genética de geminivirus associados a plantas daninhas na
Jamaica foi estudada utilizando-se sondas gerais e especificas, PCR com
oligonucleotideos universais e seqiienciamento (ROYE et al., 1997). Estes
autores detectaram begomovirus em Sida spp., Macroptilium lathyroides e
Wissadula amplissima. Os begomovirus encontrados em Sida spp. e

Macroptilium lathyroides apresentaram seqiiéncias de nucleotideos da regido
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comum quase idénticas entre si e foram designados Sida golden mosaic virus,
isolado da Jamaica (SiGMV-JA). O begomovirus detectado em Wissadula
amplissima apresentou seqiiéncia da regido comum suficientemente diferente
para ser designado como uma nova espécie, denominada Wissadula golden
mosaic virus (WGMV). A andlise de begomovirus em plantas com sintoma de
mosaico dourado indicou que as amostras de M. lathyroides estavam infectadas
por um ou mais virus. Em uma das amostras a infeccdo mista foi detectada pela
amplificacdo de fragmentos de DNA de diferentes tamanhos. Os resultados
também indicaram que o SIGMV-JA e 0o WGMV sdo amplamente distribuidos na
ilha da Jamaica. As seqiiéncias de nucleotideos da regido comum e de
aminoacidos das proteinas REP, CP, NS e MP de varios isolados de SIGMV-JA e
de WGMV de diferentes localidades da Jamaica foram comparadas entre si e
com as seqiiéncias respectivas de outros geminivirus. Os resultados indicaram
que diferentes geminivirus infectam estas plantas daninhas em diferentes regioes
do Caribe e da América Central, ¢ que nenhum dos geminivirus infectando
plantas daninhas foi detectado em plantas cultivadas.

Vérios estudos recentes suportam a hipdtese de que os begomovirus
transmitidos por mosca-branca evoluiram ao longo de trés ramos de diferentes
origens geograficas, num padrdo semelhante a variacdo genética da mosca-branca
(HONG e HARRISON, 1995; CZOSNEK e LATERROT, 1997; ZHOU et al.,
1996; PAXIMADIS et al.,, 1999). A andlise filogenética da seqiiéncia de
nucleotideos do gene da proteina capsidial divide estes virus em trés grupos: (a)
Américas, (b) Asia/Australia, e (c) Africa/Mediterraneo/Oriente Médio. Segundo
POWER (2000), ¢ interessante que nenhuma relagdo foi detectada entre eles com
base em plantas hospedeiras em comum. Por exemplo, um begomovirus
infectando fumo na regido do Novo Mundo ¢ muito mais similar a outros
begomovirus do Novo Mundo do que a begomovirus infectando fumo no
Zimbabue (PAXIMADIS et al., 1999). POWER (2000) sugere que esta variacao
genética associada a determinada regido geografica parece refletir o isolamento
espacial dos trés grupos de geminivirus em combinacdo com sua adaptagdo a

uma diversidade de plantas. Entretanto, esta variagdo genética pode refletir a
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distribuicdo geografica da pressdo de sele¢do exercida pela mosca-branca vetora:
um determinado begomovirus ¢ transmitido com mais eficiéncia por um biodtipo
de mosca-branca da mesma regido geografica do que por biotipos de regides
diferentes (MCGRATH ¢ HARRISON, 1995). Além disso, em levantamentos de
incidéncia de estirpes de TYLCV na Espanha, a substituicdo de uma estirpe por
outra parece ter sido direcionada pela alta eficiéncia de transmissao da estirpe
que passou a predominar pelos bidtipos locais de mosca-branca (SANCHEZ-
CAMPOS et al., 1999). Considerando estes exemplos, POWER (2000) conclui
que a variabilidade genética dos begomovirus ¢ influenciada pelas exigéncias
para manuten¢do da sua transmissdo pela mosca-branca.

Considerando-se a grande diversidade genética de geminivirus
associados ao tomateiro em todo o mundo e as implicagdes dessa diversidade em
programas de melhoramento visando a producdo de cultivares resistentes, a
segunda parte deste trabalho teve como objetivo caracterizar a diversidade

genética de geminivirus associados ao tomateiro na regido do Tridngulo Mineiro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de amostras

Amostras foliares de plantas com sintomas semelhantes aos de infec¢ao
por geminivirus, incluindo mosaico amarelo ou dourado e deformagdes foliares,
foram coletadas em dezoito lavouras de tomate localizadas nos municipios de
Araguari, Indianopolis e Uberlandia, na regido do Tridngulo Mineiro (Figura 34,
Quadro 22), em junho de 2000. Cada amostra constituiu de duas ou trés folhas de
uma unica planta, as quais foram acondicionadas individualmente, identificadas,
resfriadas até aproximadamente 4°C e transportada para o Lab. de Virologia
Vegetal Molecular do DFP/UFV, em Vigosa, MG. Também foram coletadas
algumas amostras de diferentes espécies de plantas daninhas apresentando
sintomas de infeccdo viral semelhantes aos de infec¢do por geminivirus,
presentes nas proximidades de lavouras de tomate. Na UFV, as amostras foram

armazenadas em ultracongelador (-80°C).
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Figura 34 - Localizacdo aproximada das propriedades onde foram coletadas

amostras foliares de tomateiro, em junho de 2000, na regido do
Tridngulo Mineiro.

2.2. Extracao do DNA viral e PCR

O DNA viral de cada uma das amostras foi extraido segundo o método
de DELLAPORTA et al. (1983) e submetido a amplificacao por PCR, conforme
descrito no item 2.1 (Capitulo 1). A infec¢do por geminivirus foi confirmada pela

amplificacdo de um fragmento do DNA-A, conforme descrito no item 2.1

(Cap